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Riassunto 
 
Il sistema endocannabinoide è stato scoperto in seguito a studi rivolti alla 
comprensione del THC (Delta-9-Tetraidrocannabinolo), uno dei maggiori 
principi attivi della Cannabis. Successivamente alla scoperta del 
meccanismo d’azione di THC nei vari organismi e in particolare nell’uomo, 
sono stati identificati i recettori specifici per tale molecola; solo in seguito 
sono stati identificati anche gli endocannabinoidi, ovvero molecole 
endogene, che si legano agli stessi recettori a cui si lega il THC. I principali 
endocannabinoidi identificati sono il 2-arachidonil glicerolo (2-AG) e 
l’anandamide (AEA) le altre molecole sono molto simili e hanno la stessa via 
di sintesi dei due. I recettori coinvolti in tale sistema sono il CB1 e il CB2 i 
quali a livello strutturale hanno grande analogia tra di loro ma differiscono 
per la localizzazione all’interno dell’organismo. Infine fanno parte di questo 
sistema gli enzimi responsabili della sintesi e della degradazione degli 
endocannabinoidi, tra i più importanti c’è il FAAH (fatty acid amide 
hydrolase) che determina la degradazione dell’anandamide in acido 
arachidonico. 
Nonostante la recente individuazione di questo sistema già numerosi studi 
hanno permesso di associare alterazioni del sistema endocannabinoide a 
patologie del SNC quali disturbo depressivo maggiore (Onaivi et al. 2005), 
patologie neuropsichiatriche, schizofrenia (Ishiguro et al. 2009), abuso di 
alcool (Ishiguro et al., 2007), e osteoporosi (Karsak et al. 2005); tali 
alterazioni possono essere determinate dai diversi polimorfismi dei geni 
codificanti sia per i recettori che per gli enzimi facenti parti del sistema. 
In considerazione di ciò attraverso questo studio si vuole valutare il ruolo 
dei polimorfismi dei geni codificanti per il recettore CB2 e per l'enzima FAAH 
nello sviluppo del disturbo bipolare, valutando anche una possibile relazione 
con l'uso di Cannabis. I polimorfismi d’interesse sono stati rs41311993, 
rs2229579 ed rs2501432 per quanto riguarda il gene codificante per il 
recettore CB2 ed rs324420 per il gene codificante per l'enzima FAAH. 
In seconda analisi si è anche valutato se l’abuso di cannabis è correlato con 
tali polimorfismi. 
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Per tali indagini è stato utilizzato il DNA di soggetti affetti da disturbo 
bipolare consumatori e non di Cannabis e il DNA di soggetti sani anche in 
questo caso sia consumatori e non. 
Dai risultati ottenuti sembra esistere una correlazione tra il polimorfismo di 
CB2 rs41311993 e il disturbo bipolare; nessuna associazione con gli SNP 
analizzati è stata invece riscontrata per quanto riguarda l'abuso di 
Cannabis. La conferma di questi risultati richiederà in futuro l'ampliamento 
del campione preso in esame. 
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I. Introduzione  
 
 
I.1 Il disturbo dipolare  
 
Il disturbo bipolare (DB) rientra tra i disturbi dell’umore e presenta un 
quadro clinico caratterizzato dal succedersi di episodi affettivi maggiori di 
opposta polarità, che oscillano da uno stato maniacale ad uno depressivo, 
accompagnati da alterazioni del pensiero e del comportamento; tali episodi 
si alternano a periodi più o meno brevi di relativo benessere. Lo studio del 
National Institute of Mental Health (NIMH) “Epidemiologic Catchment Area” 
(ECA) ha evidenziato che il DB colpisce l’1,2% della popolazione con un’età 
media all’esordio di 18 anni per l’uomo e di 20 anni per la donna (Robins & 
Price, 1991). 
Secondo il Research Diagnostic Criteria (RDC) il DB può essere suddiviso in 
tre sottoclassi diagnostiche: disturbo bipolare I (DB I), disturbo bipolare II 
(DB II) e disturbo Schizoaffettivo. 
Il DB I è caratterizzato dalla presenza di uno o più episodi depressivi con 
almeno un episodio maniacale. 
Durante gli episodi depressivi il paziente presenta sintomi quali apatia, 
letargia, disperazione, disturbi del sonno, rallentamento psico-motorio, 
deficit della memoria, riduzione della capacità di concentrazione. Nel corso 
degli episodi di mania i pazienti presentano, invece, umore ed autostima 
elevati, una minore necessità di sonno, abbondanza di energie, delirio di 
grandezza, logorrea ed eccessivo ottimismo. In alcuni casi però la fase 
maniacale è caratterizzata da un umore disforico ossia da irritabilità, 
aggressività e incapacità a valutare le conseguenze delle proprie azioni. 
Il DB II è caratterizzato dall’alternanza di episodi depressivi maggiori ed 
episodi ipomaniacali ovvero episodi espansivi meno gravi rispetto a quelli 
maniacali in cui l’elevazione del tono dell’umore non si accompagna a 
sintomi psicotici e non è tale da compromettere l’adattamento familiare, 
sociale e lavorativo dell’individuo. 
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Infine, il disturbo schizoaffettivo consiste nella contemporanea presenza 
di alterazione dell’umore in senso depressivo e/o maniacale e di sintomi 
psicotici quali delirio, allucinazioni, e disturbi logico-formali del pensiero. 
Il naturale decorso del DB spesso porta nei soggetti affetti a perdita del 
posto di lavoro, interruzione dei rapporti interpersonali, abuso di sostanze 
stupefacenti, ospedalizzazioni e suicidio. La mortalità per suicidio tra i 
pazienti con DB è di circa 2-3 volte maggiore rispetto alla popolazione 
generale (Culver et al. 2007). 
 
 
I.1.1 Alterazioni neurofisiologiche 
 
L’insorgenza della malattia è determinata da una complessa interazione tra i 
diversi sistemi biologici che ne risultano alterati sia funzionalmente che 
morfologicamente. Studi di neuroimaging hanno messo in evidenza un 
volume maggiore dei ventricoli di pazienti bipolari rispetto ai soggetti non 
affetti (Schlegel & Krtezschmar, 1987; Dewan et al., 1998; Strakowski et 
al., 1993). Inoltre è stato dimostrato che i soggetti bipolari hanno un 
volume minore del lobo frontale ed un volume maggiore del talamo, dei 
gangli della base, dell’ippocampo e dell’amigdala. Tali alterazioni 
volumetriche sono associate ad alterazioni dell’attività di diversi sistemi 
biologici (Strakowski et al., 2002). Un ruolo fondamentale nei meccanismi 
che stanno alla base della fisiopatologia del disturbo bipolare è sicuramente 
attribuito ai sistemi neuroendocrini e di neurotrasmissione, in modo 
particolare a quei sistemi che sono modulati dalle ammine biogene 
(dopamina, serotonina, noradrenalina e acetilcolina). Inoltre la scoperta 
dell’efficacia del litio (Li) nel migliorare la sintomatologia del disturbo 
bipolare (Cade, 1949), ha indotto una ricerca al fine di comprenderne i 
principi del meccanismo d’azione, consentendo in tal modo di ipotizzare 
nuovi sistemi coinvolti nell’insorgenza della patologia. 
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I.1.2 Il Litio nella comprensione dell’insorgenza del DB 
 
Nell’ultimo decennio sono state fornite numerose evidenze a favore di un 
possibile coinvolgimento dei sistemi di trasduzione del segnale nella 
patogenesi del disturbo bipolare. Il litio è un elemento che interviene in 
diverse vie di trasduzione. 
 
 
I.1.2.1 Il litio nella via dell’inositolo 
 
L’inositolo è un trasmettitore che viene prodotto attraverso la via di 
trasduzione del segnale mediata da proteine Gq, ovvero quelle proteine 
deputate all’attivazione delle fosfolipasi.  
L’attivazione di una proteina Gq, attiva a sua volta la fosfolipasi C (PLC) la 
quale induce l’idrolisi di un lipide di membrana (fosfatidilinositolo-4,5-
bifosfato) in diacilglicerolo (DAG) e inositolo-3-fosfato (IP3). Il DAG attiva la 
protein chinasi C (PKC), mentre l’IP3 si lega a uno specifico recettore 
presente nel reticolo endoplasmatico, lo fosforila promuovendo l’apertura 
del canale per il Ca2+ il quale esce a favore di gradiente nel citosol. L’IP3 
viene poi in parte riconvertito a inositolo grazie all’azione degli enzimi 
inositolo-monofosfatasi (IMPase) e inositolo-polifosfatasi (IPPase). (Fig.1). 
Il litio inibisce proprio gli enzimi IMPase ed IPPase, con conseguente 
riduzione della concentrazione di inositolo nel lobo frontale di pazienti 
bipolari (Moore et al., 1999). Questo suggerisce che uno dei fattori che 
contribuisce all’insorgenza della patologia è l’alterazione della via di 
trasduzione del segnale mediata dall’inositolo. Secondo questa teoria nel 
Disturbo Bipolare si ha un incremento dell’attività dell’inositolo. 
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Figura 1 Via dell'Inositolo. 
 
 
I.1.2.2 Il litio nella via dell’adenilato ciclasi 
 
L’adenilato ciclasi (AC) è l’enzima che converte l’adenosina trifosfato (ATP) 
in adenosina monofosfato ciclica (cAMP). In questa via di trasduzione 
l’adenilato ciclasi viene attivata dal legame di neurotrasmettitori con 
specifici recettori associati a proteina Gs (adrenergici b1, b2 e b3, 
dopaminergici D1 e D5, serotoninergici 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7,); mentre 
viene inibita se il legame avviene con recettori accoppiati a proteine Gi 
(adrenergici a2, dopaminergici D2, D3 e D4, oppioidi µ, k e δ, cannabinoidi 
CB1 e CB2, serotoninergici 5-HT1). L’cAMP ha il compito di fosforilare la 
protein chinasi A (PKA), che essendo così attivata è in grado di regolare 
l’attività di enzimi, fattori di trascrizione, canali ionici ed elementi del 
citoscheletro. Un altro meccanismo d’azione riconosciuto al litio nella sua 
attività antimaniacale è l’inibizione dell’adenilato ciclasi (Fig.2), 
determinando così una riduzione dei livelli di cAMP sintetizzato in risposta 
ad uno stimolo (Quiroz et al., 1999). Pertanto ciò suggerisce un probabile 
coinvolgimento dell’cAMP nell’eziopatogenesi del disturbo bipolare. 
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I.1.2.3 Il litio nella via di attivazione della protein chinasi C 
 
L’attivazione della PKC, che avviene per opera del DAG, determina l’inizio di 
una cascata di segnali che sono coinvolti nella neurotrasmissione, nella 
regolazione dell’espressione genica e nella divisione cellulare. Numerosi 
studi hanno rilevato un’alterata attività della PKC in pazienti affetti da BD, in 
tali soggetti risultano aumentate sia l’attività della PKC che la sua 
Figura 2 Via dell'Adenilato Ciclasi 
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traslocazione dal citosol alla membrana (Wand et al., 1993; Hahn & 
Friedman, 1999; Wang & Friedman, 2001). Anche per quanto riguarda la 
PKC, gli studi condotti allo scopo di identificare i meccanismi d’azione del 
litio hanno fornito suggerimenti e informazioni riguardo al suo possibile 
coinvolgimento nell’insorgenza del DB (Manji & Lenox, 2000a).  Il litio 
sembra, infatti, determinare una riduzione dell’attività e della traslocazione 
dal citosol alla membrana della PKC a livello dei neuroni dell’ippocampo 
(Manji & Lenox, 1999; Manji et al., 1993; Che net al., 2000). 
 
 
I.1.2.4 Il litio nella via glicogeno sintetasi chinasi 3 
 
La glicogeno sintetasi chinasi 3 (GSK3) è una serina/treonina chinasi 
coinvolta in un elevato numero di meccanismi intracellulari, tra cui plasticità 
neuronale, apoptosi, espressione genica e regolazione dei ritmi circadiani. 
Affinché una molecola possa fungere da substrato per questa chinasi 
occorre che sia fosforilata preventivamente da un’altra chinasi. La GSK3 è, 
inoltre, un substrato di molti messaggeri cellulari come la PKA, la PKC, che 
ne regolano l’attività inibendola. L’ipotesi che la GSK3 sia coinvolta 
nell’insorgenza del disturbo bipolare si è sviluppata in seguito alle evidenze 
di un’azione inibitoria che il litio esercita su questa chinasi, ciò è 
perfettamente in linea con l’ipotesi serotoninergica della depressione, in 
quanto, è stato dimostrato che la ridotta attività della serotonina (che si 
osserva nei pazienti depressi) può determinare un’aumentata attività della 
GSK3.  
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Tabella 1 Tabella riassuntiva dei meccanismi molecolari alla base del DB 
 
 
I.3 Ruolo delle ammine biogene della fisiopatologia del DB 
 
 
I.3.1 Dopamina 
 
La dopamina è un’ammina biogena viene sintetizzata a partire da un 
idrossilazione della tirosina che porta alla produzione di un intermedio  L-
DOPA  che successivamente viene decarbossilato in dopamina (Fig.3). Dopo 
la sintesi, la dopamina viene immagazzinata in vescicole sinaptiche e 
rilasciata mediante esocitosi Ca2+ dipedente nello spazio intersinaptico dove 
si lega ai propri recettori. 
I neuroni dopaminergici sono coinvolti nella regolazione di diverse funzioni 
nervose quali motorie, neuroendocrine, cognitive e comportamentali. 
Nell’uomo vi sono numerose evidenze biochimiche e cliniche a favore del 
coinvolgimento della dopamina nella sintomatologia della depressione e 
della mania. Nei soggetti depressi, infatti, sono stati rilevati livelli di acido 
omovanillico (metabolita della dopamina) nel liquido cefalorachidino 
significativamente più bassi rispetto a quelli di soggetti normali (Manji & 
Meccanismo d’azione del Li Variazione dei secondi 
messaggeri nel DB 
Inibizione dell’inositolo 
monofosfatasi e inositolo 
polifosfatasi 
 
Aumento dell’inositolo 
Inibizione dell’Adenilato Ciclasi Aumento del cAMP 
Inibizione della PKC e della sua 
traslocazione nella membrana 
Aumento dell’attività di PKC 
Inibizione della GSK3 Aumentata attività GSK3 
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Potter, 1997). Inoltre somministrando l’intermedio di sintesi L-DOPA in 
soggetti affetti da morbo di Parkinson si determina un miglioramento nel 
tono dell’umore dei pazienti (Larmande et al., 1993; Scappa et al., 1993). 
Oltre alla L-DOPA anche l’anfetamina e la bromocriptina hanno un’attività 
sul sistema dopaminergico e possono indurre mania. 
Analogamente il trattamento con farmaci antidepressivi o con inibitori dei 
sistemi di degradazione del sistema dopaminergico può determinare episodi 
di mania; al contrario farmaci che agiscono bloccando i recettori 
dopaminergici hanno un effetto antimaniacale e se somministrati per lunghi 
periodi possono determinare l’insorgenza di una sintomatologia depressiva. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I.3.2 Serotonina 
 
La serotonina (5-idrossitriptamina, 5-HT) è un’ammina biogena localizzata 
per il 90% nelle cellule del tratto gastrointestinale, nelle piastrine e in 
quantità significativa nel SNC dove svolge un’attività prevalentemente di 
tipo inibitorio. Viene sintetizzata a partire dal triptofano (Fig.4) e 
immagazzinata come la dopamina all’interno di vescicole sinaptiche dalle 
quali successivamente fuoriescono attraverso un meccanismo di esocitosi 
Ca2+ dipendente e si legano ai recettori specifici posti a livello dei neuroni 
postsinaptici. La terminazione del segnale serotoninergico avviene ad opera 
di un trasportatore di membrana presinaptico (SERT), che è deputato al 
Figura 3 Sintesi Dopamina 
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reuptake della molecola. La serotonina è coinvolta nella modulazione di 
diverse funzioni quali il sonno, l’appetito, l’attività sessuale, l’umore, la 
sensibilità al dolore, la regolazione della temperatura corporea e della 
pressione arteriosa. 
Si suppone che l’insorgenza del DB potrebbe essere determinata da 
un’alterazione sia nei livelli che nell’attività della serotonina nel SNC, in 
particolare un’elevata attività del sistema potrebbe essere correlata alla 
sintomatologia maniacale. Ad avvalorare questa ipotesi vi sono diverse 
osservazioni tra cui: 
 
1) di casi di depressione associati a un ridotto livello nella trasmissione 
serotoninergica (Shastry, 2005);  
2) l’efficacia di farmaci antidepressivi, quali gli inibitori selettivi della 
serotonina (SSRI) che interferiscono con l’attività del trasportatore SERT 
inibendo il reuptake della serotonina (Mahmood & Silvestrone, 2001). 
3) presenza, nei pazienti bipolari, di una ridotta concentrazione a livello del 
liquor del principale metabolita della serotonina, il 5-idrossi-indolacetico (5-
HIAA), specialmente nei pazienti aggressivi e in quelli che hanno tentato il 
suicidio. (Manji & Lenox, 2000). 
 
 
Figura 4 Sintesi Serotonina 
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I.4 Genetica del disturbo bipolare 
 
Il disturbo bipolare è una malattia complessa, in cui i fattori genetici, situati 
in loci indipendenti, agiscono in maniera additiva contribuendo alla 
suscettibilità della malattia, e la loro espressione fenotipica è modulata da 
fattori ambientali. Diversi studi condotti su famiglie, gemelli e adottivi 
mostrano evidenze di un forte contributo genetico nella predisposizione al 
DB. Il rischio d’insorgenza della malattia è strettamente correlato alla 
percentuale di materiale genetico condiviso, in particolare il gemello 
omozigote (condivisione del 100% del genoma) di un soggetto affetto 
presenta un rischio di insorgenza del DB del 40-70%; mentre un parente di 
primo grado ha un rischio del (5-10%); infine un soggetto non imparentato 
dello 0,5-1,5% (Craddok & Jones, 1999).  
Uno dei metodi per l’individuazione e la localizzazione di una componente 
genetica che contribuisca alla suscettibilità ad una determinata patologia è 
la dimostrazione della presenza di linkage tra quella  patologia e un marker 
genetico. Il DB non sembra essere associato ad aberrazioni cromosomiche, 
anche se alcuni autori riportano che i soggetti con trisomia 21 sono meno 
suscettibili alla mania rispetto alla popolazione generale (Craddock & Owen, 
1994). Un numero consistente di studi ha rilevato la presenza di linkage tra 
il DB e diverse aree cromosomiche: 2p, 4p, 4q, 6q, 8q, 10q, 11p, 12q, 13q, 
14q, 16p, 16q, 18p, 18q, 21q, 22q e Xq (Kato et al., 2005; Hayden et al., 
2006), altri studi di genome-wide scan e fine mapping hanno confermato  
tali risultati e identificato altri loci di suscettibilità. Una volta individuate le 
aree cromosomiche che probabilmente contengono al loro interno i geni 
associati alla patologia, si passa alla tappa successiva, cioè agli studi di 
associazione con “geni candidati” i quali vengono selezionati sia sulla base 
degli studi di linkage, sia considerando la funzione biologica degli elementi 
per cui codificano. Nel caso del disturbo bipolare numerosi studi hanno 
valutato una possibile associazione tra marker localizzati nella sequenza di 
geni candidati e il DB. 
La maggior parte degli studi si è dedicata fino ad ora all’analisi dei geni 
codificanti per elementi del sistema serotoninergico e dopaminergico.  
In particolare, sono stati condotti studi di associazione tra tutti i geni 
codificanti per i recettori finora noti del sistema dopaminergico e il DB, 
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purtroppo con risultati spesso discordanti. Per quanto riguarda invece il 
sistema serotoninergico, oggetto di numerosi studi di associazione è stato il 
gene codificante per il trasportatore della serotonina (SERT). Gli SNP che 
sono stati presi in esame per un’associazione con il DB sono il 5-HTTVNTR E 
5-HTTLRP. Seppure i risultati su popolazioni diverse siano talvolta 
discordanti, un numero consistente di lavori riporta associazione per 
entrambi i polimorfismi con il DB (Furlong et al., 1998; Craddock et al., 
2001; Anguelova et al., 2003; Lasky-Su et al., 2005; Cho et al., 2005). 
I geni codificanti per elementi della cascata dei secondi messaggeri non 
sono stati ancora ampiamente analizzati in studi di associazione con il DB. 
 
 
Tabella 2 Geni candidati recentemente associati al DB 
 
 
 - 18 - 
I.5 Il sistema endocannabinoide 
 
 
I.5.1 Individuazione del sistema endocannabinoide 
 
Nella Cannabis Sativa, pianta erbacea annua appartenente alla famiglia 
delle Cannabinacee, sono state individuate numerose sostanze chimiche tra 
cui il cannabinolo e il TCH o delta-9-tetraidrocannabinolo. Il THC è il 
componente attivo più noto della Cannabis è un composto che agisce sul 
sistema nervoso centrale inducendo euforia, distorsione della percezione 
temporale, alterazione delle percezioni uditive e visive, sedazione ecc. 
Inoltre presenta altre azioni psicoattive che possono essere utilizzate a 
scopo terapeutico: azione antidolorifica, antinausea, stimolante 
dell’appetito, riduttiva della pressione endooculare. Agisce inoltre su 
numerosi organi periferici quali i polmoni (dilatazione alveolare), cuore 
(tachicardia), apparato vascolare (vasodilatazione) e sistema immunitario 
(inibizione della funzione immunitaria).  
Gli studi sull’azione del delta-9-THC, isolato da Gaoni e Mechoulam nel 
1964, portarono all’ipotesi che i cannabinoidi esogeni dovevano agire 
attraverso un sistema di recettori cellulari specifici. Nel 1990 Matsuda e 
colleghi identificarono nel cervello del ratto un recettore specifico capace di 
legare il THC: il CB1 (Fig.5).  
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Figura 5 Differenze strutturali tra CB1 e CB2 
A questo punto fu naturale cercare la sostanza endogena capace di legarsi e 
di attivare tale recettore. E nel 1992, Devane e colleghi isolarono il primo 
endocannabinoide dal cervello suino: arachidonyl ethanolamide (AEA) 
successivamente chiamato anandamide (Fig.6) dalla parola Sanscrita 
ananda che significa “beatitudine interiore”.(Vinod & Hungund, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
Successivamente nel 1993 è stato individuato il recettore CB2 (Fig.5) e nel 
1995 si scoprirono altri endocannabinoidi tra cui il 2-arachinodil glicerolo 
(Fig.7) e 2-arachinodil gliceril etere (Noladin etere).  
 
 
Figura 7 Struttura 2-arachidonil glicerolo 
Figura 6 Struttura Anandamide 
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Si tratta di composti endogeni che agiscono sugli stessi recettori cui si lega 
il THC esogeno e inducono gli effetti tipici dei composti attivi della Cannabis. 
Lo studio del sistema endocannabinoide permise di identificare i principali 
siti in cui sono presenti i recettori per i cannabinoidi, i quali sono stati 
trovati soprattutto nella corteccia cerebrale, nei gangli della base e nel 
sistema limbico (Vinod & Hungund, 2006). Il sistema endocannabinoide è 
stato definito come un complesso di neurotrasmissioni in grado di regolare 
l’eccitabilità neuronale, e svolge un ruolo centrale in numerose condizioni 
fisiopatologiche. E’ stato dimostrato che gli endocannabinoidi vengono 
prodotti al fine di proteggere l'organismo da danni causati da varie 
situazioni patologiche, ed esercitano un’azione antiossidante, ipotensiva, 
immunosoppressiva e antinfiammatoria.  
Inoltre, la scoperta dei recettori dei cannabinoidi nel cervello ha suggerito 
anche un ruolo fisiologico nel controllo del movimento e della percezione, 
nell'alterazione dei processi di apprendimento e memoria, nel rafforzamento 
dell'azione degli oppioidi per la modulazione del dolore, nonché nella 
regolazione di stati emotivi quali il piacere e l'aggressività (Vinod & 
Hungund, 2006).  
Altri studi stanno approfondendo un possibile coinvolgimento del sistema 
endocannabinoide nel controllo della proliferazione di cellule tumorali (De 
Petrocellis et al., 1998). 
 
Il sistema endocannabinoide si compone di tre tipi di molecole: 
- gli endocannabinoidi, mediatori lipidici di origine endogena; 
- i recettori dei cannabinoidi, recettori associati a proteine G; 
- gli enzimi che regolano i processi di sintesi, degradazione e trasporto 
degli endocannabinoidi. 
 
Sebbene il ruolo fisiologico svolto dagli endocannabinoidi non è stato ancora 
pienamente definito, sembra ormai chiaro che questi composti vengano 
secreti quando la cellula subisce danni più o meno gravi, prodotti ad 
esempio, da un'eccessiva concentrazione intracellulare di calcio. 
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I.5.2 Sintesi e degradazione degli endocannabinoidi 
 
Il 2-arachidonil-glicerolo e l’anandamide sono gli endocannabinoidi più 
presenti nel nostro organismo ma hanno funzioni diverse: il 2-
arachidonilglicerolo è un agonista completo sia di CB1 che di CB2, mentre 
l’anandamide è un agonista parziale.  
Gli endocannabinoidi vengono sintetizzati all’interno delle cellule neuronali a 
partire da precursori fosfolipidici di membrana. Il processo di biosintesi è 
attivato da un evento che causa la depolarizzazione de membrana cellulare. 
L’evento iniziatore può essere ad esempio l’ingresso nella cellula di ioni 
calcio o dall’attivazione di specifici recettori accoppiati alle proteine G. 
Gli endocannabinoidi non sono conservati nelle cellule ma sono sintetizzati 
"on demand" da precursori lipidici e, terminata la loro azione, vengono 
rapidamente ricaptati ed idrolizzati. 
 
 
I.5.2.1 Biosintesi Anandamide 
 
La biosintesi dell’anandamide inizia con l’N-acilazione di 
fosfatidiletanolamina e acido arachidonico catalizzata da un enzima Ca2+ e 
cAMP dipendente, con formazione di N-arachidonil-fosfatidil-etanolamina 
(NAPE). Successivamente si ha un’idrolisi enzimatica catalizzata dalla 
fosfolipasi D che porta alla formazione di anadamide (Fig.8). Questo enzima 
è una β-idrolasi appartenente alla famiglia delle zinco-metallo idrolasi, la cui 
attività è legata alla depolarizzazione o attivazione dei recettori ionotropici 
del glutammato o dei recettori nicotinici neuronali oppure alla stimolazione 
dei recettori metabotropici di neurotrasmettitori come glutammato, 
dopamina e acetilcolina (Giuffrida et al., 1999; Varma et al., 2001; Kim et 
al., 2002). 
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Figura 8 Biositesi Anandamide 
 
L’anandamide produce inibizione della permeabilità sinaptica delle giunzioni 
intracellulari, la sua degradazione è necessaria per terminare i suoi effetti 
biologici nella via cerebrale. L’anandamide è rimossa dallo spazio 
extracellulare, tramite una proteina di trasporto selettiva che la ingloba 
all’interno delle cellule, successivamente, il composto viene scisso tramite 
idrolisi, catalizzata dall'enzima Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH), in due 
composti biologicamente inattivi, acido arachidonico ed etanolammina 
(Fig.9). 
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Figura 9 Via di degradazione dell'AEA 
 
L’anandamide è stato trovato in numerose regioni del cervello umano: 
nell’ippocampo, nello striato, e nel cervelletto. I recettori per l’anandamide 
(CB1) sono abbondanti in queste regioni, e questo implica ulteriormente, un 
ruolo fisiologico per i cannabinoidi endogeni, nelle funzioni del cervello 
controllate da queste aree. Concentrazioni sostanziali di anandamide sono 
state trovate anche nel talamo, un'area del cervello che ha relativamente 
pochi recettori CB1 (Pertwee, 1997b.). Questo suggerirebbe che 
l’anandamide potrebbe anche attivare meccanismi non correlati ai recettori 
CB1, meccanismi i quali a tutt’oggi sono ancora sconosciuti.  
 
 
I.5.2.2 Biosintesi 2-arachidonilglicerolo 
 
Il 2-arachidonilglicerolo è presente nel tessuto cerebrale in percentuali 170 
volte maggiori rispetto all’anandamide. La sua formazione è calcio-
dipendente. La prima tappa inizia con l’idrolisi del fosfatidilinositolo in due 
gliceroli (precursori): il 2-arachidonoil-lyso-fosfolipide idrolizzato dall’enzima 
fosfolpasi A1 e l’1,2-diacilglicerolo idrolizzato dalla fosfolipasi C. La tappa 
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successiva prevede la formazione di 2-arachidonil-glicerolo a partire dai due 
precursori mediante idrolisi enzimatica da parte degli enzimi diacil-glicerolo 
lipasi e liso-fosfolipasi C. (Fig.10). 
 
 
Figura 10 Biosintesi 2-Arachidonilglicerolo. 
 
Dopo la sua liberazione, il 2-AG può essere ricaptato dalle cellule grazie al 
trasportatore selettivo dell’anandamide, per poi essere idrolizzato. 
Il 2-arachidonilglicerolo è una molecola molto importante in quanto la sua 
degradazione tramite l’enzima ciclossigenasi-2 (COX-2) determina la 
formazione della prostaglandina importantissima nel processo 
infiammatorio.  
Sebbene anche il FAAH e la ciclossigenasi siano in grado di inattivare il 2-
arachidonil glicerolo, tale processo di metabolizzazione avviene quasi 
esclusivamente ad opera dell’enzima MAGL, monoacilglicerolo lipasi (Dinh et 
al., 2002). Tale enzima è una serina idrolasi che scinde il 2-AG in acido 
arachidonico e glicerolo. 
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1.5.3 Ruolo fisiologico degli endocannabinoidi 
 
Il 2-AG è l’endocannabinoide maggiormente espresso nei tessuti (Sugiura et 
al., 1995). Durante lo sviluppo del cervello l’attività dell’enzima deputato 
alla biosintesi di tale molecola, la diacil-glicerolo lipasi, è necessaria per la 
crescita degli assoni (Bisogno et al., 2003). Il 2-AG, in questo caso, viene 
sintetizzato a livello presinaptico, dove sono presenti anche i recettori CB1, 
sui quali agisce il 2-AG stesso. Nel cervello adulto, gli endocannabinoidi (2-
AG e anandamide) vengono prodotti nel neurone postsinaptico e agiscono 
sul recettore CB1 presente sul neurone presinaptico, inibendo il rilascio di 
neurotrasmettitori sia nelle sinapsi eccitatorie che in quelle inibitorie 
(Kreitzer et al., 2002). L’attività degli endocannabinoidi come modulatori 
sinaptici è, dunque, strettamente correlata al tipo di neurotrasmettitore 
coinvolto, se inibitorio, come il GABA si ha soppressione dei meccanismi 
inibitori; se è eccitatorio come il glutammato si ha soppressione dei 
meccanismi eccitatori. In generale, data la loro natura lipofila e la loro 
biosintesi “su richiesta”, gli endocannabinoidi si comportano come dei 
mediatori locali agendo in modo autocrino o paracrino. 
A livello periferico, gli endocannabinoidi, oltre ad avere un importante ruolo 
nella modulazione dei processi immunitari, del letto vascolare, degli organi 
riproduttivi, della motilità gastrointestinale, regolano processi che 
coinvolgono la nocicezione (i cannabinoidi sono analgesici) e l’acquisizione 
delle immagini nella retina (Di Marzo et al., 1998). 
Inoltre, merita particolare attenzione il controllo omeostatico, esercitato 
dagli endocannabinoidi, nei confronti dei processi che regolano i 
comportamenti motivati, le risposte condizionate e le risposte emozionali 
associate alla gratificazione. 
Ciò potrebbe spiegare il coinvolgimento del sistema endocannabinoide in 
numerose patologie e in varie dipendenze (tossicodipendenza, tabagismo, 
alcolismo). 
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I.6 I cannabinoidi esogeni 
 
 
I.6.1 Cannabinoidi naturali 
 
La Cannabis sativa (Fig.11) è una pianta dioica: il maschio produce il polline 
e la femmina ne viene fecondata così da produrre frutti e semi. 
  
 
Figura 11 Cannabis sativa 
 
In questa pianta sono stati individuati oltre 400 costituenti, circa 60 dei 
quali classificabili come “cannabinoidi”, con una caratteristica struttura a 21 
atomi di carbonio. Chimicamente si tratta di terpenoidi (dibenzopirani o 
terpenofenoli, ottenuti da reazioni di addizione tra fenoli e terpeni), cioè 
molecole apolari caratterizzate da bassa solubilità in acqua. Il capostipite di 
questa famiglia di sostanze, oggetto delle più numerose ricerche e a cui 
sono attribuiti la maggior parte degli effetti terapeutici conosciuti, è il delta-
9-tetraidrocannabinolo chiamato anche ∆9-THC o semplicemente THC. 
(Fig.12). 
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Figura 12 Struttura chimica del ∆-9-tetraidrocannabinolo 
 
Nella pianta i cannabinoidi vengono sintetizzati come acidi (inattivi), ma si 
trasformano velocemente in cannabinoidi attivi (tra cui il ∆9-THC) per 
riscaldamento o combustione, ecco perché i principi attivi della Cannabis 
sativa sono tre volte più potenti se la droga è fumata piuttosto che assunta 
per via orale. 
Gli effetti psicotropi sono dovuti principalmente al ∆-9-THC e al trans-∆8-
tetracannabinolo (∆-8-THC). Poiché i ∆-9-THC sono molto più abbondanti 
rispetto ai ∆-8-THC, la psicoattività della marijuana è stata da sempre 
attribuita maggiormente agli effetti del ∆-9-THC. Questi effetti sono mediati 
principalmente dall’interazione, a livello cerebrale, di questo composto con il 
recettore dei cannabinoidi CB1. Un altro derivato importante di questa 
pianta è il cannabidiolo. Sia il THC che il cannabidiolo sono presenti nella 
Cannabis principalmente come acidi (THC acido e cannabidiolo acido). Il 
cannabidiolo al contrario del THC non è psicoattivo ed ha un’affinità molto 
bassa per i recettori dei cannabinoidi CB1 e CB2 (Pertwee, 1997) ma è in 
grado di attivare il recettore dei vanilloidi TRPV1. Il cannabidiolo ha inoltre 
attività anticonvulsive, anti-ansietà e neuroprotettive. Tra i cannabinoidi 
derivati dalla Cannabis (fitocannabinoidi) c’è anche la ∆9-
tetraidrocannabiverina che è un antagonista dei recettori dei cannabinoidi. 
Il precursore del ∆9-THC nella biosintesi è il cannabidiolo (CBD). Questo 
cannabinoide non è psicoattivo, ma è tuttavia in grado di modulare l’azione 
del ∆9-THC, prolungandone la durata d’azione e limitandone gli effetti 
collaterali perché blocca l’enzima che metabolizza il ∆9-THC e 
contemporaneamente ne rafforza l’azione spasmolitica ed analgesica. Di per 
sé mostra inoltre una certa efficacia come farmaco ansiolitico, 
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anticonvulsivante, antinfiammatorio, antiossidante, antidistonico, ipnotico e 
immunomodulante, oltre a ridurre la pressione endo-oculare. Inoltre, la 
scienza di base ha chiarito che i cannabinoidi possono inibire la trasmissione 
del dolore interagendo col sistema oppioide endogeno del cervello, un 
importante sistema per il trattamento medico del dolore. Il THC inibisce la 
liberazione dell'ormone pituitario che provoca la liberazione di testosterone, 
questo effetto risulta aumentato quando il THC è somministrato in 
abbinamento con Cannabinolo (Murphy et al., 1990). 
 
 
I.6.2 Cannabinoidi di sintesi 
 
Sintetizzato per la prima volta da Gaoni e Mechoulam nel 1964, oggi il ∆9-
THC è riproducibile anche in laboratorio. L’industria farmaceutica ha 
elaborato diversi cannabinoidi di sintesi, alcuni già in commercio in vari 
paesi, altri soggetti a valutazione clinica, e altri ancora messi a punto per 
scopi sperimentali (agonisti, o antagonisti dei recettori endocannabinoidi). I 
principali cannabinoidi di sintesi sono:  
1. Dronabinol (THC sintetico. Uso terapeutico. In commercio in Olanda, 
Germania, USA. Brevetto Marinol); 
2. Nabilone (Proprietà farmacologiche simili al THC. Uso terapeutico. In 
commercio in Gran Bretagna e Canada. Brevetto Cesamet); 
3. Levonantradolo (Proprietà farmacologiche simili al THC ma più 
potente. Uso sperimentale. Non in commercio); 
4. HU-210 (Proprietà farmacologiche simili al levonantradolo. Uso 
sperimentale. Non in commercio); 
5. In 55212-2 (Agonista dei recettori endocannabinoidi. Usi 
sperimentali. Non in commercio); 
6. SR141716 A (Agonista dei recettori endocannabinoidi. Usi 
sperimentali. Ritirato dal commercio). 
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I.6.3 Metabolismo dei cannabinoidi esogeni 
 
Uno dei prodotti primari del metabolismo epatico del ∆-9-THC è l’11-OH-∆-
9-THC, un composto che risulta essere approssimativamente tre volte più 
potente dello stesso ∆-9-THC. La permanenza di questo composto e dei suoi 
principali metaboliti nel plasma sanguigno è stata ampiamente studiata. Il 
tempo necessario, dopo l'assunzione, per scendere sotto i limiti rilevabili dai 
test usuali (0,5 ng/ml di THC e 0,5 ng/ml del suo metabolita THC-COOH) 
varia notevolmente, anche a parità di quantità di THC introdotto 
nell’organismo. Infatti, dopo aver fumato una sigaretta di cannabis a bassa 
dose (circa 16 mg di THC) il limite rilevabile di 0,5 ng/ml di THC nel plasma 
viene raggiunto in media solo dopo 7,2 ore dall’ assunzione (range: 3-12 
ore), e dopo una sigaretta di cannabis ad alta dose (circa 34 mg di THC) la 
concentrazione plasmatica di 0,5 ng/ml di THC viene raggiunta entro le 12,5 
ore (range: 6-27 ore). Il metabolita THC-COOH resta rilevabile per un 
tempo notevolmente più lungo, 3,5 giorni (range: 2-7 giorni) dopo la dose 
bassa, e 6,3 giorni (range 3-7 giorni) dopo l’assunzione di una dose alta. 
L'emivita di eliminazione per i metaboliti del THC dal plasma è più lunga 
dell'emivita di eliminazione dello stesso THC. Con l'uso regolare, il THC-
COOH potrebbe esser rilevabile nel plasma per diverse settimane 
(Grotenhermen  et al., 2002).  
I risultati di tali studi si dimostrarono molto variabili a seconda dei fattori 
demografici, della struttura corporea, e della storia dell'uso della droga da 
parte del soggetto. Alla convalida di questa variabilità, è infatti da 
sottolineare che la media stimata per i soggetti nel diventare negativi è 
stata fissata sui 27 giorni (Ellis et al., 1985).  
 
 
I.7 I recettori 
 
Una volta sintetizzati gli endocannabinoidi si legano ai recettori cannabinoidi 
presenti sulla cellula che li ha prodotti e sulle cellule limitrofe, 
comportandosi come mediatori. La loro natura chimica estremamente 
idrofobica ne limita la diffusione nella matrice extracellulare e nel sangue. 
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I recettori cannabinoidi sono dei recettori metabotropici a 7 α-eliche 
transmembrana accoppiati alle proteine G. 
Più specificatamente sono accoppiati alla proteina Gi, la cui attivazione, in 
seguito alla stimolazione del recettore, inibisce l’adenilato ciclasi e, 
pertanto, riduce i livelli di cAMP. Inoltre determina l’attivazione delle MAP 
kinasi (mitogen-activated protein kinase) che stimolano la sintesi e 
l’attivazione di fattori trascrizionali come FOS e JUN, coinvolti nella 
tumorigenesi. L’attivazione della proteina Gi porta, inoltre, alla chiusura dei 
canali del Ca2+ e all’apertura dei canali del K+, inducendo l’iperpolarizzazione 
delle membrane che inibisce la trasmissione sinaptica (Freund et al., 2003). 
 
I recettori di questo sistema sono: 
 
- CB1 distribuito a livello del SNC, soprattutto nell’ipotalamo, nella 
corteccia cerebrale, nel midollo spinale, ma anche nei polmoni, nei 
reni e nell’apparato riproduttivo maschile e femminile; 
 
- GPCR55 definito “recettore orfano” in quanto è stato visto che gli 
endocannabinoidi si legano al recettore ma non si è ancora riuscito a 
caratterizzarlo completamente. È espresso nell’ippocampo, nella 
parete dei vasi sanguigni; 
 
- TRPV1 è un altro recettore molto importante nel sistema 
endocannabinoide, è un recettore vanilloide, il suo ligando è 
l’anandamide. Si tratta di un canale attivato dalla molecola base del 
peperoncino a partire da un pH minore di 5 e da una temperatura 
maggiore di 46°C. Questi recettori si trovano espressi nelle radici 
dorsali del midollo spinale e nel SNC (ipotalamo e ippocampo); 
 
- CB2 è un recettore strutturalmente molto simile a CB1 ma è espresso 
nel sistema immunitario e nel SNC. 
 
Vari studi dimostrano la natura inducibile del recettore, la cui sintesi sembra 
essere intensificata durante processi di neuroinfiammazione. Infatti, sono 
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stati riscontrati alti livelli di espressione dei recettori CB in varie patologie 
tra cui la sclerosi multipla, il morbo di Parkinson, l’Alzheimer, la corea di 
Hungtinton, l’encefalite indotta dall’HIV (Benito et al., 2008). 
 
 
I.7.1 Agonisti e antagonisti dei recettori cannabinoidi 
 
Secondo l’Unione Internazionale di Farmacologia (Howlett et al., 2002) gli 
agonisti cannabinoidi vengono distinti in: 
 
1. Cannabinoidi classici, che consistono in una classe di molecole sia 
naturali che di sintesi, che sono chimicamente, dei derivati triciclici 
dibenzopiranici e si comportano solitamente sia da agonisti CB1 che da 
agonisti CB2. 
Il composto più rappresentativo di questa classe è il ∆9-THC, dal quale, 
mediante modifiche strutturali, si possono ottenere degli agonisti selettivi 
del recettore CB2, come ad esempio HU-308 (Hanus et al., 1999). 
 
2. Cannabinoidi non classici, che sono analoghi di sintesi del THC, privi 
dell’anello diidropiranico. Il più rappresentativo di questa classe è il 
composto CP 55 940, che è un potente agonista CB1e CB2. 
 
3. Aminoalchilindoli, le prime molecole non cannabinoidi che mostrano 
attività cannabimimetica (Pacheco et al., 1991). Il composto più importante 
di questa classe è R-(+)-WIN-55212-2. Tale molecola mostra una completa 
attività agonista nei confronti dei recettori CB1 e CB2, con un’alta affinità 
per il recettore CB2. 
 
4. Eicosanoidi, i cui prototipi sono gli endocannabinoidi (anandamide e 2-
AG). 
Da piccole modifiche strutturali dell’anandamide derivano degli agonisti 
selettivi CB1, come la metanandamide e il 2-arachidonilcloroetilamide 
(Hillard et al., 1999). 
 
Molti studi hanno portato allo sviluppo di alcune classi di composti che si 
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comportano da antagonisti dei recettori CB: 
 
1. Diarilpirazoli, appartengono a questa categoria il primo antagonista CB1, 
SR 141716A, meglio conosciuto come Rimonabant (Rinaldi-Carmona et al., 
1994), introdotto sul mercato nel trattamento dell’obesità, e il primo 
antagonista CB2, SR 144528. Il Rimonabant è stato successivamente 
ritirato dal commercio in quanto ha indotto al suicidio 7 soggetti obesi che 
ne hanno fatto uso. Tuttavia queste molecole non sono antagonisti puri, 
infatti, mostrano significative proprietà di agonisti inversi. 
 
Da modifiche apportate al composto SR 141716A sono stati sviluppati altri  
antagonisti CB1, tra cui SR 147778 e AM281 (Howlett et al., 2002; Rinaldi- 
Carmona et al., 2004). 
 
2. Benzofurani sostituiti, come LY 320135, un composto attivo come 
antagonista CB1 che mostra anche una certa affinità per i recettori 
muscarinici e della serotonina (Felder et al., 1998). 
 
3. Aminoalchilindoli, categoria alla quale appartiene AM 630 che, oltre ad 
essere un antagonista CB1, ha anche un’attività di parziale agonista CB2 
(Howlett et al., 2002). 
 
4. Derivati triazolici, come LH-21 (Jagerovic et al., 2004) che in vivo si 
comporta da antagonista CB1 ma, paradossalmente, ha scarsa affinità CB1 
in vitro. 
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I.7.2 Il recettore CB2 
 
 
I.7.2.1 Funzione del recettore ed espressione 
 
Oggetto di questo studio è stato il recettore CB2, una proteina codificata dal 
gene CNR2. Si è a lungo ritenuto che i recettori CB2 si trovassero quasi 
esclusivamente sulle cellule T del sistema immunitario.  
Un recente studio (Van Sickle et al., 2005) ha invece mostrato la loro 
presenza anche a livello del SNC dove il recettore CB2 è espresso a livello 
della microglia, ovvero, un tipo di cellule coinvolte nella difesa immunitaria 
attiva nel sistema nervoso centrale. 
Questo recettore può essere implicato direttamente o indirettamente a varie 
malattie, quali la depressione in quanto un prolungamento dello stato 
infiammatorio a livello del SNC può determinare uno squilibrio di 
neurotrasmettitori che sono fondamentali per una corretta regolazione del 
SNC; può essere coinvolto nell’obesità, sclerosi multipla, in tutto ciò che 
riguarda l’equilibrio e la locomozione; ma anche nell’osteoporosi, diabete e 
nella fertilità maschile e femminile. 
Inoltre è noto che tra i soggetti bipolari si ritrova un elevato numero di 
pazienti obesi, con disturbi cardiaci, diabetici e anche con problemi di 
artrosi, che sono tutte malattie correlate con il sistema endocannabinoide e 
in particolare con risposte mediate dal recettore CB2. 
 
 
I.7.2.2 Caratteristiche strutturali di CB2 
 
Il recettore CB2 è costituito da 360 amminoacidi e mostra il 44% di 
omologia con il recettore CB1. Ha una struttura a 7 α-eliche 
transmembrana, con un dominio amminoterminale extracellulare e un 
dominio carbossiterminale intracellulare. Trasduce il segnale mediante 
proteine G, ed è collegato ad effettori che sono solo parzialmente 
sovrapponibili a quelli del CB1. In particolare, il recettore CB2 non è in 
grado di modulare i canali ionici, mentre, come il recettore CB1, è 
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negativamente accoppiato all’adenilato ciclasi ed è in grado di attivare le 
MAP kinasi. 
L’attivazione del recettore CB2 determina un incremento di attività di Erk, 
che porta alla migrazione delle cellule immunitarie e a cambiamenti 
dell’espressione genica. A causa della sua localizzazione a livello del doppio 
strato fosfolipidico, non è stato possibile ottenere una struttura 
cristallografica ai raggi X. Tuttavia studi biochimici, farmacologici e 
computazionali hanno permesso, grazie anche all’analisi dei ligandi selettivi 
per il recettore stesso, di evidenziare i siti recettoriali importanti per 
l’attivazione del recettore. I residui fondamentali per la specificità CB2 sono 
localizzati a livello del quarto dominio transmembrana, del secondo loop 
extracellulare e del quinto segmento transmembrana. 
In generale dei recettori è importante studiare, sia l’espressione a livello 
cellulare, sia l’eventuale presenza di polimorfismi che possono alterare la 
capacità di agire. 
 
 
I.7.2.3 Il gene CNR2: struttura e polimorfismi 
 
I geni dei recettori CB1 e CB2 sono stati mappati rispettivamente sul 
cromosoma 6q15 e 1p36. Si distinguono due isoforme del recettore CB2: 
CB2A e CB2B. L’mRNA dell’isoforma CB2A (90 kb) è costituita da tre esoni 
mentre quello del CB2B (45kb) è formato da due esoni. Il prodotto di 
trascrizione delle due isoforme è comunque analogo e le differenze 
sostanziali che caratterizzano queste due isoforme sono evidenziabili solo a 
livello di regioni 5’UTR, ma non nelle regioni che vengono trascritte. Questo 
suggerisce che le due isoforme si distinguono dal fatto che presentano due 
distinti promotori tessuto-specifici. Pertanto i due diversi mRNA, 
corrispondenti alle due isoforme, non danno origine a due recettori differenti 
ma, presentando dei propri promotori tessuto-specifici, permettono di far 
variare l’espressione del recettore nei vari tessuti. 
L’isoforma CB2A è espressa a livello del sistema nervoso centrale e nei 
testicoli mentre l’isoforma CB2B nella milza e nei leucociti (Liu et al., 2009). 
Il gene CNR2 comprende anche numerosi polimorfismi: queste sequenze 
polimorfiche possono essere dovute sia ad una singola mutazione 
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puntiforme, SNP (single nucleotide polymorphisms), sia a variazioni di un 
più ampio numero di triplette. I polimorfismi che sono stati identificati in 
regioni 5’UTR possono andare a modificare i processi di splicing o l’attività 
del promotore. 
Sebbene molti SNP risultino essere delle mutazioni silenti, si evidenziano 
anche numerose variazioni geniche che portano alla sostituzione di 
amminoacidi nella sequenza proteica del recettore. Tali sostituzioni, dovute 
a specifici SNP, sembrano essere associate a numerose condizioni 
patologiche quali l’osteoporosi, malattie autoimmuni, l’alcolismo e la 
depressione. 
Del recettore CB2 si conoscono SNP silenti che non determinano  variazione 
dell’aminoacido, mentre tre SNP rs2501432, rs2229579 ed rs41311993 
sono missenso, ovvero il cambiamento di un nucleotide determina 
variazione dell’aminoacido il che a sua volta può determinare poi 
un’alterazione nel meccanismo d’azione di CB2 stesso. 
In previsione del presente lavoro è stato condotto uno studio sulla 
distribuzione dei polimorfismi del recettore CB2 nella popolazione italiana 
(Minocci D. et al., 2009). 
Questo studio preliminare è stato necessario al fine di accertare la 
frequenza dei polimorfismi di CB2 nella popolazione Italiana da cui sono stati 
prelevati i campioni di DNA utilizzati in questo lavoro di tesi. 
 
 
I.7.2.4 Ruolo di CB2 nei processi infiammatori e antitumorali 
 
La microglia normalmente si trova nello stato resting (riposo), una volta che 
riceve un segnale di stress da parte di un neurone passa ad uno stato 
activated, si determina così l’innesco del processo di risposta immunitaria 
quindi attivazione dei macrofagi, NK e linfociti T. Queste cellule migrano 
verso il sito di infezione dove svolgono la loro funzione, tale migrazione è 
mediata appunto dai recettori CB2.  
L’attivazione di CB2 può avvenire si da parte di anandamide che da parte 2-
arachidonil-glicerolo, però a seconda dell’endocannabinoide che lega CB2 
possiamo avere effetti opposti: 
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-  l’anandamide legandosi a CB2 determina un blocco delle cellule NK; 
quindi si ha un blocco della risposta immunitaria; 
- Il 2-arachidonil-glicerolo determina, invece, l’attivazione delle NK e 
quindi un’attivazione del sistema immunitario. 
Tutte le volte che si ha una risposta immunitaria le NK, i macrofagi e  gli 
altri markers proinfiammatori provocano un danno tissutale che potrebbe 
danneggiare in quella zona l’organismo, per questo il sistema 
endocannabinoide è essenziale per il mantenimento del corretto equilibrio 
tra l’attivazione del sistema immunitario e il suo blocco. Gli 
endocannabinoidi non sono sempre prodotti e quindi accumulati in 
vescicole, ma vengono sintetizzati a seconda della richiesta dell’organismo; 
quindi in caso di infezione si attiverà il 2-arachidonil glicerolo mentre nel 
caso in cui la risposta immunitaria non è necessaria si attiverà l’anadamide. 
Gli endocannabinoidi sono coinvolti anche nell’apoptosi delle cellule del 
sistema immunitario che può essere necessario ad esempio nel caso in cui 
queste cellule diventino tumorali. Esistono più meccanismi attraverso cui gli 
endocannabinoidi esercitano i propri effetti antitumorali che coinvolgono due 
recettori CB2 e TRPV1.  
Quando l’anandamide si lega al recettore vanilloide di tipo 1 si ha il rilascio 
di ioni Ca2+ che determinano l’apoptosi della cellula stessa; se invece si lega 
al CB2 innalza i livelli di una molecola fondamentale che è la ceramide, che 
determina l’attivazione della trascrizione genica e  dell’espressione di fattori 
di crescita che portano all’arresto del ciclo cellulare.  
Cannabinoidi ed endocannabinoidi svolgono la loro azione antitumorale in 
base a quella che è la loro concentrazione. Studi a riguardo hanno utilizzato 
il TCH dimostrando che in linee cellulari umane di astrocitoma (U373MG) e 
in linee cellulari immortalizzate di linfociti T (jurkat), una dose di 5µM di 
TCH induce le cellule in apoptosi, mentre una dose maggiore in cellule 
appartenenti ad una linea leucemica umana (HL60) determina 
sopravvivenza cellulare (Rieder et al., 2009). 
 A livello dei linfociti esiste una diversa espressione del CB2 il quale è 
maggiormente espresso nei linfociti B, mentre sui linfociti T i recettori CB2 
si trovano per lo più a livello intracellulare. Si ipotizza, vista la differenza 
risposta immunosoppressiva una funzione protoncogenica a livello dei 
linfociti T. 
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I.7.2.5 Ruolo di CB2 nella sclerosi multipla 
 
La sclerosi multipla è una malattia infiammatoria cronica demielinizzante, a 
patogenesi autoimmune, che colpisce il sistema nervoso centrale. La grande 
variabilità dei sintomi che la caratterizzano è conseguenza di un processo di 
degenerazione della mielina, guaina che riveste parte del corpo dei neuroni, 
permettendo la trasmissione rapida e integra degli impulsi nervosi. 
Fra i vari sintomi incontrati nella Sclerosi Multipla, la spasticità è uno di 
quelli che affliggono circa il 90% dei pazienti. La rigidità muscolare si 
presenta come risultato dell’aumento del tono piramidale. Questo sintomo 
spesso crea forte disabilità e angoscia nel soggetto, a causa del 
considerevole dolore arrecato, della mobilità estremamente ridotta, e delle 
varie complicanze indotte nelle attività del vivere quotidiano. Altra 
caratteristica fortemente disabilitante è caratterizzata dall’atassia (disturbo 
della coordinazione del movimento) e dal tremore che affliggono l’80% dei 
pazienti, mentre dispercezioni sensoriali e stimoli dolorifici colpiscono 
all’incirca il 50% dei pazienti (Archibald et al., 1994; Rae-Grant et al., 1999 
and Svendsen et al., 2003). 
In uno studio condotto da Baker e colleghi, si è studiata la variazione della 
“mean resistance to flexion” in funzione del tempo, si è valutato cioè se il 
tremore determinato da questa malattia diminuiva somministrando 
endocannabinoidi in topi affetti da sclerosi multipla. Lo studio ha dimostrato 
che somministrando anandamide si ha il blocco dei tremolii per un tempo 
prolungato. L’anandamide così come il THC determina la riduzione della 
spasticità andando ad agire sul rilassamento muscolare.  
 
 
I.7.2.6 Ruolo di CB2 nell’osteoporosi 
 
L'osteoporosi è una delle malattie degenerative più comuni in cui in seguito 
alla diminuzione di massa e alle modificazioni della microarchitettura delle 
ossa, lo scheletro è soggetto a un maggiore rischio di fratture. 
Sono colpite principalmente le donne che hanno superato la fase della 
menopausa. Il tessuto osseo è sottoposto continuamente al processo di 
rimodellamento, utile per mantenere l’integrità ossea e l’equilibrio 
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metabolico del tessuto stesso. Tale meccanismo è caratterizzato dai 
processi di formazione e di riassorbimento del tessuto osseo. Nel momento 
in cui si genera uno squilibrio tra formazione e riassorbimento può 
comparire una condizione patologica quale l’osteoporosi. Gli osteoblasti 
sono le cellule responsabili della formazione di nuovo tessuto osseo mentre 
gli osteoclasti determinano il riassorbimento. 
In tutti i precursori degli osteoblasti è espresso il recettore CB2 per cui si 
ipotizza un associazione tra l’insorgenza della patologia e il gene codificante 
per il recettore.  A tal proposito sono stati analizzati alcuni SNP del gene 
CNR2 sul cromosoma 1p36, confrontando le frequenze di tali mutazioni tra 
volontari sani e pazienti affetti da osteoporosi. E’ emerso che c’è una 
differenza altamente significativa nella densità ossea tra individui con 
differenti genotipi. Ben 13 SNPs del gene CNR2 sono risultati essere 
associati all’osteoporosi tanto da considerare CNR2 un gene di suscettibilità 
per tale patologia. Di tutti questi SNPs, due sono missenso e determinano 
variazioni nella proteina: rs2229579 e rs2501432 (Karsak et al., 2005). 
Inoltre l’utilizzo di topi knockout privi della sequenza genica codificante per 
il recettore CB2, ha permesso di dimostrare che, in assenza del gene CNR2, 
si ottiene, nel topo, una riduzione della massa ossea che ricorda 
l’osteoporosi umana. Un cannabinoide sintetico (HU-308) che si lega 
specificatamente ai recettori CB2, nel topo wild type, ha incrementato il 
numero e l’attività degli osteoblasti e ridotto la produzione di osteoclasti. Lo 
stesso cannabinoide ha attenuato la perdita ossea, indotta dalla rimozione 
dell’ovario, e marcatamente stimolato la formazione ossea (Wilson et al., 
2007). 
 
 
I.7.2.7 Ruolo di CB2 nella depressione  
 
Quando agonisti di CB2 vanno a stimolare la microglia, l’attivano 
determinando il rilascio di fattori come IL-1, TNF, IFN, IFNγ, che portano a 
loro volta alll’attivazione della risposta immunitaria e innalzano il livello di 
un enzima INDOLAMINA 2,3-DIOSSIGENASI che ha un ruolo fondamentale 
nella depressione. Tale enzima è responsabile della degradazione del 
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triptofano in chinurenina, un aumento di questo enzima porta a una 
diminuzione del triptofano a livello del SNC. La serotonina è un 
neurotrasmettitore fondamentale nell’equilibrio dei nostri stati d’animo e 
deriva dal triptofano, di conseguenza al diminuire del triptofano si ha anche 
diminuzione di serotonina. 
Studi hanno dimostrato che il recettore CB2 è associato all’abuso di droghe 
alcool e alla depressione, in tali studi sono stati considerati come depressi 
tutti quei pazienti con disturbi che non rientravano nel disturbo bipolare e 
come controlli persone sane; si è osservata una diversa distribuzione tra i 
due gruppi, degli alleli con l’aa non alterato e quello invece con l’aa alterato. 
Sono stati fatti altri studi sia sull’uomo che sul topo ed è sempre stato visto 
che questi SNP missenso sono associati a maggiore depressione. 
È necessario cmq andare a vedere dove cadono questi SNP, il recettore CB2 
ha un versante extracellulare e un versante intracellulare gli SNP si trovano 
tutti nel versante citoplasmatico e da uno studio è stato osservato che le 
regioni vicine a questi SNP sono fondamentali nel legame con le proteine G 
(coinvolte nella trasmissione del segnale). 
Se uno SNP si trova in una parte importante potrebbe andare a diminuire 
l’efficienza della trasduzione del segnale, in quanto la proteina G o non lega 
bene il recettore oppure determina un’alterazione della trasduzione del 
segnale stesso. 
 
 
I.7.2.8 Ruolo di CB2 nel disturbo bipolare 
  
Nella patofisiologia del disturbo bipolare un ruolo decisamente importante è 
svolto dai processi infiammatori; è stato già discusso in altri studi come i 
processi relativi alla comparsa di disturbo bipolare e all’infiammazione siano 
strettamente dipendenti l’uno dall’altro. È noto che durante le fasi di mania 
e di depressione i livelli di citochine e di altri markers pro infiammatori come 
interleuchine e TNFα cambiano all’interno dell’organismo; in particolare nei 
soggetti bipolari nella fase maniacale i livelli di IL-4 sono molto più elevati 
rispetto a quelli riscontrati in soggetti sani, mentre nelle fasi depressive 
aumentano i livelli di TNFα, IL-6 e IL-8 nei casi rispetto ai controlli. La 
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dimostrazione che infiammazione e disturbo bipolare sono strettamente 
correlati viene inoltre dal fatto che somministrando farmaci inibitori della 
COX-2, si osserva una notevole stabilizzazione dell’umore nei soggetti 
malati. La regolazione di tutti i processi infiammatori alterati nei soggetti 
bipolari è mediata attraverso l’attivazione dei macrofagi da parte del 
sistema endocannabinoide ed in particolare dal recettore CB2. Alterazioni in 
questo recettore potrebbero quindi determinare scompensi nella regolazione 
dei processi infiammatori che, secondo i meccanismi descritti sopra, 
potrebbero determinare alterazioni nell’umore alternando fasi maniacali a 
depressive e determinando perciò anche il disturbo bipolare (Benjiamin et 
al., 2009). La nostra scoperta di associazione tra il polimorfismo 
rs41311993 e il disturbo bipolare è inoltre avvalorata dal fatto che secondo 
quanto riportato da studi di modeling eseguiti sul recettore CB2, il 
polimorfismo in questione determina il cambiamento di un amminoacido 
nella struttura del recettore che cade in una regione importate per il legame 
con le proteine G pertanto la presenza di un aplotipo o dell’altro potrebbe 
cambiare la trasduzione del segnale e le risposte mediate da CB2 stesso. 
 
 
I.8 FAAH 
 
 
I.8.1 Il gene FAAH 
 
Il gene FAAH (fatty acid amide hydrolase) è costituito da 15 esoni ed è stato 
mappato sul cromosoma 1 in posizione 1p35-p34, è stato clonato per la 
prima volta da Cravatt nel 1996. Da allora sono stati condotti numerosi 
studi allo scopo di trovare una connessione tra alcune varianti geniche 
dell’enzima e la suscettibilità a determinate condizioni patologiche.  
Sono noti diversi SNP di questo gene sia silenti che missenso, lo SNP di 
FAAH preso in esame ai fini di questo studio è rs324420 (Tab. 3); si tratta 
di un polimorfismo missenso in quanto la sostituzione di una citosina  con 
un’adenina in posizione 385 determina la traduzione di una Treonina 
anziché di una Prolina in posizione 129 (Sipe et al., 2002). Questa variante 
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genica mostra normali proprietà catalitiche ma con un’aumentata sensibilità 
alla degradazione proteolitica (Sipe et al., 2002). 
 
Tabella 3 Polimorfismi del gene FAAH 
 
Sono state osservate numerose associazioni tra lo SNP rs324420 e disordini 
alimentari tra cui l’obesità (Lieb et al., 2009), l’anoressia e la bulimia 
nervosa (Monteleone P. et al., 2009) e anche con disturbi psichiatrici come 
la depressione maggiore e il Disturbo Bipolare (Monteleone et al., 2010), la 
tossicodipendenza e l’alcolismo (Sipe et al., 2002). 
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I.8.2 Storia funzione e localizzazione 
 
FAAH è l’enzima deputato alla degradazione dell’anandamide ad acido 
arachidonico ed etanolammina (Fig.13). 
 
 
Figura 13 Meccanismo d'azione dell'enzima FAAH 
 
Studi d’immunoistochimica ed ibridazione in situ, hanno confermato che 
l’espressione di questo enzima nelle diverse aree cerebrali è direttamente 
correlata alla densità recettoriale del CB1 (Thomas et al., 1997). La proteina 
è localizzata nel corpo cellulare e nei dendriti dei principali neuroni di 
corteccia cerebellare (cellule di Purkinje), ippocampo (cellule piramidali) e 
neocorteccia (cellule piramidali).  
Purificato nel 1996 da membrane di fegato di ratto (Cravatt et al., 1996), 
questo enzima è stato il primo membro caratterizzato di un vasto gruppo di 
enzimi definito “amidase signature” (AS) (Chebrou, 1996). Tutti gli enzimi 
appartenenti a questa famiglia contengono una regione altamente 
conservata di 56 aa, denominata “amidase consensus sequence”, ed una 
regione conservata centrale ricca in residui di glicina, serina e alanina.  
 
 - 43 - 
I.8.3 Struttura e meccanismo d’azione della proteina 
 
La proteina FAAH (Fig.14) è un enzima integrale di membrana, 
approssimativamente di 64kDa che lavora a pH alcalini (l’optimum è a pH 
9.0), è formata da 597 amminoacidi con una sequenza altamente 
conservata.  
Possiede un domino N-terminale transmembrana (TM), non presente negli 
altri enzimi della famiglia AS, che suggerisce un meccanismo di forte di 
binding alla membrana. La delezione di questo dominio (∆TM-FAAH) 
produce un mutante cataliticamente attivo e in grado di legarsi alla 
membrana, suggerendo che la FAAH possiede diversi modelli d’integrazione 
nella membrana stessa (Patricelli et al., 1998).  
 
 
Figura 14 Struttura quaternaria dell'enzima FAAH 
 
La struttura di questo enzima, determinata mediante studi di cristallografia 
a raggi X, ha permesso di identificare i siti di connessione con le membrane 
(Bracey et al., 2002). Essa è costituita da un core formato da due foglietti-
β, ciascuno con 11 filamenti misti, circondati da diverse α-eliche. 
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L’enzima agisce sotto forma di dimero e l’orientamento parallelo dei due 
monomeri ha importanti implicazioni biologiche. 
La FAAH si comporta, quindi, come enzima integrale di membrana anche in 
assenza del suo dominio transmembrana N-terminale. Esaminando la 
struttura della ∆TM-FAAH si osserva un motivo elica-giro-elica (α-elica 18 e 
α-elica 19, amminoacidi 410-438) costituito principalmente da residui 
idrofobici circondati da residui basici che formano un dominio idrofobico; 
tale dominio, che racchiude il sito attivo dell’enzima, potrebbe 
rappresentare un ulteriore modello di integrazione nella membrana 
(McKinney e Cravatt, 2005). A supporto di questa ipotesi, il dominio TM N-
terminale potrebbe servire a rinforzare le interazioni delle α-eliche 18 e 19 
con la membrana (Bracey et al., 2002). Infine, la struttura quaternaria della 
FAAH posiziona le α-eliche 18 e 19 dallo stesso lato del dimero, rinforzando 
ulteriormente il binding alla membrana e permettendo ad entrambe le 
subunità di reclutare il substrato per la reazione. Questo intricato modello 
per il binding alla membrana potrebbe però facilitare il movimento dei FAAs 
direttamente dal doppio strato lipidico fino al sito attivo dell’enzima, senza 
richiedere il trasporto dei lipidi attraverso il citosol.  
La struttura della FAAH rivela anche un certo numero di canali, che 
sembrano garantire l’accesso simultaneo dell’enzima sia nella membrana 
che al compartimento citoplasmatico della cellula. Uno di questi canali si 
trova adiacente al dominio idrofobico α-18 α-19 e ha probabilmente la 
funzione di facilitare il movimento dei gruppi polari dei FAAs (Fatty Acid 
Amide) verso il sito attivo della FAAH. Un secondo canale situato nelle 
vicinanze del sito attivo comprende l’amminoacido I491, che svolge un ruolo 
significativo nel riconoscimento del substrato (Patricelli e Cravatt, 2001). E’ 
evidente, anche, un terzo canale che emerge da sito attivo e forma una 
sorta di tasca esposta al versante citosolico, con la probabile funzione di 
permettere l’ingresso al sito attivo di una molecola di acqua richiesta per la 
deacilazione dell’intermedio di reazione FAA-FAAHacyl-enzima.  
Indispensabile per l’attività catalitica della FAAH è la serina 241 (S241), un 
residuo completamente conservato in tutta la famiglia delle AS. La FAAH 
appartiene infatti alla superfamiglia delle serine idrolasi, ma utilizza un 
meccanismo catalitico diverso dalla tipica triade serina-istidina-acido 
aspartico utilizzata dalla maggior parte delle serine idrolasi; ma usa invece 
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la triade serina-serina-lisina, dove la Ser-241 agisce da nucleofilo, la Ser-
217 stabilizza la carica negativa e la Lys-142 funge da base attiva (Patricelli 
et al., 2000). Studi di mutagenesi hanno dimostrato che il residuo di lisina è 
completamente conservato (K142) e sembra svolgere un ruolo essenziale 
nell’attivazione nucleofila di S241.  
La FAAH è l’enzima principalmente responsabile per la degradazione 
idrolitica dei FAAs, come confermano studi su topi FAAH-/- che mostrano 
una riduzione da 50 a 100 volte nell’idrolisi di anandamide e altri FAAs 
(Cravatt et al., 2001). In accordo con questi dati, la somministrazione di 
anandamide produce effetti comportamentali esagerati nei topi FAAH-/-, 
quali ipomotilità, analgesia, ipotermia e catalessia. Tutti questi effetti sono 
bloccati dall’antagonista del recettore CB1, indicando che l’anandamide 
agisce selettivamente su tali recettori. 
 
 
I.8.4 Inibitori dell’enzima 
 
Un ulteriore progresso nello studio delle funzioni e degli effetti della FAAH è 
giunto grazie all’utilizzo di composti chimici in grado di inibire 
reversibilmente o irreversibilmente l’enzima, si tratta di esteri dell’acido 
alchilcarbammico. In particolare, recentemente (Kathuria et al., 2003) è 
stata descritta una serie di nuovi inibitori della FAAH ed è stato dimostrato 
che due di questi, URB532 e URB597, sono altamente efficienti in vivo, 
incrementando i livelli di anandamide e promuovendo nei roditori analgesia 
ed effetti ansiolitici CB1 dipendenti. Questi effetti sono osservati in assenza 
di alcun cambiamento nell’attività locomotoria o nell’appetito, effetti 
usualmente osservati con agonisti CB1.  
URB597 (Fig.15), mostra una IC50 di 4.6nM su cervello di ratto e di 0.5nM 
su neuroni intatti. In un recente studio è stato interessante osservare come 
URB597, aumentando i livelli di endocannabinoidi nella sostanza grigia 
periacqueduttale, sia in grado di influenzare la via discendente nocicettiva 
attraverso un meccanismo che, in dipendenza dei tempi e delle dosi usate, 
può essere mediato sia da CB1 che dal recettore TRPV1 dei vanilloidi 
(Maione et al., 2005). E’ stato riportato anche che URB597 è capace di 
 - 46 - 
ridurre il processo infiammatorio in un modello animale di edema da 
carragenina (Holt et al., 2005).  
 
 
Figura 15 Strutture chimiche dei più importanti composti sintetici con azione inibitoria sulla FAAH. 
 
 
I.8.5 FAAH e disturbo bipolare 
 
In un recentissimo studio (Monteleone et al., 2010) è stata valutata 
l’associazione tra il polimorfismo rs1049353 (1359 G/A) del gene CNR1 e il 
polimorfismo rs324420 (385C/A) del gene FAAH con il disturbo bipolare 
(BD) e/o la depressione maggiore (MD). 
L’ipotesi si basa su dati sperimentali, i quali suggeriscono che il blocco del 
sistema endocannabinoide induce comportamenti depressivi negli animali 
(Hill et al., 2005; Martin et al. 2002). Al contrario, la somministrazione di 
agonisti dei recettori CB1, di inibitori dell’uptake degli endocannabinoidi o di 
inibitori dell'enzima FAAH mostrano effetti antidepressivi e aumentano 
inoltre l'efficacia della fluoxetina (farmaco antidepressivo) negli animali da 
esperimento (Gobbi et al. 2005; Hill, et al. 2005). 
Lo SNP  rs1049353 anche se silente (cioè la sequenza aminoacidica della 
proteina matura non cambia) potrebbe influire sulla stabilità dell'mRNA o la 
traduzione, il che potrebbe tradursi in un'alterazione della funzione dei 
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recettori CB1; lo SNP rs324420 come già detto mostra una riduzione 
nell’attività catalitica dell’enzima (Chiang et al., 2004).  
È stato analizzato il DNA di soggetti caucasici: 83 pazienti con MD ricorrenti, 
134 individui con BD, e 117 soggetti sani. I risultati ottenuti mostrano 
un'associazione significativa tra il polimorfismo rs1049353 A/G con la MD 
ma non con il BD; mentre risulta un’associazione tra il genotipo A/C del 
gene FAAH sia con il disturbo bipolare sia con la depressione maggiore. 
Data la quasi totale assenza di dati in letteratura questi risultati 
rappresentano un importante input per future ricerche volte a chiarire il 
ruolo dei geni del sistema endocannabinoide nella vulnerabilità a disturbi 
dell’umore. 
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II. Materiali e Metodi 
 
 
Questo studio rientra in un Progetto di ricerca autorizzato dal Comitato Etico 
per la Sperimentazione Clinica di Pisa ed è stato eseguito in ottemperanza 
al Protocollo approvato dallo stesso comitato etico. Tutti i soggetti 
partecipanti sono stati messi a conoscenza dello studio mediante lettura e 
firma del consenso informato. 
 
 
II.1 Il campione 
 
La fase di raccolta dei campioni ha avuto inizio a settembre del 2009 ed è 
terminata nel novembre del 2010. Sono stati reclutati un totale di 80 
campioni di DNA di soggetti con DB (età 40± 2,5 di cui 17 maschi e 53 
femmine)  e 366 campioni di DNA provenienti da soggetti volontari sani 
(controlli) di cui 160 appaiati per sesso ed età.  
 
 
II.1.1 Criteri di inclusione nel gruppo dei controlli 
 
- nazionalità italiana; 
- età compresa tra i 18 e i 60 anni; 
- sesso maschile e femminile; 
- consumatori e non di Cannabis. 
 
 
II.1.2 Criteri di inclusione nel gruppo dei casi 
 
- nazionalità italiana; 
- età compresa tra i 18 e i 60 anni; 
- sesso maschile e femminile; 
- diagnosi di Disturbo Bipolare di tipo 1 e di tipo 2; 
- consumatori e non di Cannabis. 
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I soggetti facenti parte del gruppo dei casi sono stati selezionati tra i 
degenti ricoverati presso il reparto di Psichiatria dell’Ospedale Santa Chiara 
di Pisa e i pazienti ambulatoriali dello stesso reparto. 
 
 
II.1.3 Criteri di esclusione dal gruppo dei controlli 
 
- assunzione di medicinali prescrivibili; 
- incapacità a comprendere il consenso informato o altro limite alla 
comunicazione verbale che comprometta la capacità del soggetto a 
seguire il protocollo delle valutazioni; 
- scarsa capacità di collaborazione. 
 
 
II.1.4 Criteri di esclusione dal gruppo dei pazienti 
 
- incapacità a comprendere il consenso informato o altro limite alla 
comunicazione verbale che comprometta la capacità del soggetto a 
seguire il protocollo delle valutazioni; 
- scarsa capacità di collaborazione; 
- DMS-IV: assenza di altre patologie a livello psichiatrico. 
 
 
II.1.5 Conservazione del campione 
 
Tutti i soggetti inclusi nello studio degli SNP di CNR2 e di FAAH sono stati 
sottoposti a raccolta di un volume di circa 1mL di materiale salivare. I 
campioni di saliva, così ottenuti, sono stati conservati a -20°C per un tempo 
massimo di 10 giorni prima di procedere all’estrazione del DNA. 
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II.2 Estrazione del DNA 
 
Prima di procedere all’estrazione i campioni congelati sono stati mantenuti a 
temperatura ambiente fino a completo scongelamento. 
L’estrazione del DNA è stata eseguita mediante apposito kit JETquick Blood 
& Cell Colture DNA Spin; tale metodica ha inizio con la preparazione di 20µl 
di Proteasi (o Proteasi K) sul fondo di una provetta per microcentrifuga da 
1,5ml; segue l’aggiunta di 200µl di campione salivare. Successivamente, 
nella provetta vengono addizionati 200µl di tampone di lisi (Buffer AL), al 
fine di garantire la formazione di una soluzione omogenea si agita 
energicamente la provetta per 15 secondi servendosi di un vortex.  
A questo punto il campione deve essere incubato a 56°C per 10 minuti, per 
garantire la massima resa di DNA. Terminato il tempo di incubazione, per 
recuperare la quantità di miscela evaporata e depositatasi sulle pareti della 
provetta è necessario centrifugare brevemente il campione.  
La metodica procede con l’aggiunta di 200µl di etanolo puro al 100% e con 
l’agitazione del campione mediante vortex per 15 secondi; si centrifuga 
nuovamente per lo scopo sopra descritto.  
La miscela, così ottenuta, viene trasferita all’interno di un’apposita provetta 
contenente la colonna QIAamp spin column, ponendo attenzione alla 
membrana presente sul fondo della colonna. Si centrifuga, quindi, a una 
velocità di 8000rpm per 1 minuto, la resina contenuta nella colonna 
trattiene il DNA mentre il filtrato si deposita in una provetta di raccolta e 
viene scartato. 
In seguito, la QIAamp spin column viene posizionata in una nuova provetta 
di raccolta a cui vanno aggiunti 500µl del tampone di lavaggio AW1. Si 
procede con una centrifugazione a 8000rpm per 1 minuto, scartando 
nuovamente la provetta di raccolta contenente il filtrato e posizionando la 
colonna in un ulteriore nuovo tubo.  
Si aggiungono, quindi, 500µl del tampone di lavaggio AW2 e si centrifuga a 
una velocità superiore 14000rpm per 3minuti scartando il filtrato. 
La QIAamp spin column viene collocata in una provetta per microcentrifuga 
da 1,5 ml e si aggiunge 200µl di tampone di eluizione; si esegue, poi, 
un’incubazione a temperatura ambiente per 5 minuti ed infine si centrifuga 
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a 8000rpm per 1 minuto. Al termine della centrifugazione, è possibile 
allontanare la colonna e conservare l’eluato, contenente il DNA. 
 
 
II.3 Determinazione quantitativa del DNA estratto 
 
Per valutare la purezza e la quantità di DNA ottenuto, un volume di 1µl del 
campione viene diluito in 500µl di acqua distillata autoclavata e ne viene 
misurata l’assorbanza mediante lo spettrofotometro UVIKON 
(KontronInstruments).  Il metodo spettrofotometrico sfrutta la capacità 
degli acidi nucleici di assorbire la luce UV con un massimo di assorbimento a 
una lunghezza d'onda di 260nm, lo spettro di assorbimento varia da 230nm 
a 280nm. Inizialmente si imposta lo spettrofotometro sulla lunghezza 
d'onda di 260nm, in una cuvetta di quarzo si mette 1ml di acqua (bianco) al 
fine di azzerare lo strumento. Dopo di che si prepara una cuvetta 
contenente il DNA da quantificare diluito secondo un fattore di diluzione 
noto. A questo punto si introduce la cuvetta nello spettrofotometro e si 
legge l'assorbanza (A) a 260nm e 280nm.  
Sapendo che in una cuvetta con un cammino di 1 cm, il DNA a doppio 
filamento alla concentrazione di 50µg/ml ha un assorbimento pari a 1 alla 
lunghezza d’onda di 260nm, dai risultati ottenuti si determina la 
concentrazione di DNA. 
 
Concentrazione DNA (ug/ml)=A260nm  
               50ug/ml 
 
1 Unità assorbimento 
 
Per risalire alla concentrazione iniziale della soluzione basta moltiplicare il 
valore ottenuto per il fattore di diluizione utilizzato inizialmente. 
Alla lunghezza d’onda di 280nm corrisponde il picco di assorbanza delle 
proteine, principale contaminante degli estratti, quindi effettuando il 
rapporto tra le assorbanze a 260 e 280nm si ottiene una stima della 
purezza del DNA.  
Si considera soddisfacente un indice di purezza compreso tra 1,6 e 1,8. 
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II.4 Genotipizzazione del DNA 
 
 
II.4.1 PCR 
 
La PCR (Polymerase Chain Reaction), ideata da Mullis nel 1984, è un 
metodo mediante il quale una sequenza di acidi nucleici di interesse può 
essere amplificata esponenzialmente in vitro. Affinché ciò avvenga è 
necessario che le estremità della sequenza da amplificare siano riconosciute 
con precisione dai primer, ovvero, degli oligonucleotidi che si vanno ad 
ibridare con esse. Non è necessario che la sequenza da sintetizzare 
enzimaticamente sia presente in forma pura; essa può anche essere una 
frazione minoritaria di una miscela complessa, come un segmento di un 
gene a singola copia nel DNA totale umano.  
Un ciclo di PCR è costituito da tre fasi: 
1.  Denaturazione. La miscela di reazione viene portata alla 
temperatura di circa 94°C, in queste condizioni i legami a idrogeno 
che legano la doppia elica si rompono causando la separazione dei 
due filamenti di DNA. 
2. Annealing. La soluzione viene in seguito raffreddata alla cosiddetta 
temperatura di “annealing” o di appaiamento, questa temperatura 
generalmente oscilla tra i 40 e i 55°C in dipendenza dei primer 
utilizzati. A tale temperatura ciascun primer si ibrida in modo 
specifico con un filamento di DNA a esso complementare. A causa 
della presenza dei primer in largo eccesso, l’ibridazione tra i filamenti 
parentali di DNA risulta sfavorita.  
3. Allungamento. Dopo la fase di appaiamento la miscela viene portata 
alla temperatura di 72°C che corrisponde alla temperatura ottimale 
per la Taq polimerasi per catalizzare la reazione di polimerizzazione.  
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II.4.1.1 Componenti essenziali di una PCR 
 
Una reazione di PCR deve contenere essenzialmente diversi componenti 
quali: 
1. Una DNA Polimerasi Termostabile per catalizzare la sintesi di DNA a 
partire da uno stampo; 
2. Una coppia di oligonucleotidi sintetici (primers) per iniziare la sintesi 
di DNA: 
3. Desossinucleotidi trifosfati (dNTPs), dATP, dCTP, dTTP, dGTP; 
4. Cationi bivalenti che intervengono nel meccanismo di 
polimerizzazione e stabilizzano la DNA Polimerasi, il catione bivalente 
più utilizzato è il magnesio; 
5. Un tampone per il mantenimento del pH; 
6. DNA stampo contenente la sequenza da amplificare. 
 
 
II.4.2 Visualizzazione e separazione dei prodotti di PCR 
 
Tipicamente una reazione di PCR produce una notevole quantità di 
frammenti di una determinata lunghezza. Questi possono essere separati e 
visualizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio.  
L’agarosio, è un polimero lineare naturale di galattosio e 3,6-anidro 
agarosio, viene sciolto in tampone TBE e fatto gelificare su un supporto di 
vetro o di plastica. Si crea così una matrice gelatinosa le cui maglie 
permettono la separazione di macromolecole a diverso PM, è possibile 
intervenire sulla concentrazione per favorire la migrazione di materiale più o 
meno grande. In genere il range di concentrazione di agarosio varia tra lo 
0,3% - 3%.  
Il supporto contenente il gel viene posto in un sistema elettroforetico tale 
sistema è collegato a un alimentatore in grado di creare un campo elettrico; 
le particelle di DNA poste nel campo elettrico generatosi dalla d.d.p. 
applicata ai due elettrodi, si muoveranno in direzione dell'elettrodo positivo 
per la presenza nella loro molecola di cariche negative dei gruppi fosfato 
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(PO4--). La migrazione sarà tanto più veloce quanto minore è il PM del 
frammento di DNA. 
Oltre alla mix di reazione sul gel si depone anche una miscela di frammenti 
a PM noto (ladder) che serve per calcolare la lunghezza dei frammenti delle 
bande incognite e a verificare la corretta amplificazione nel caso in cui 
l’amplificato sia a lunghezza nota. 
Il gel deve contenere anche una quantità di bromuro di etidio, o composti 
simili, che sono in grado di intercalarsi nella doppia elica del DNA. Il 
bromuro di etidio se illuminato con luce UV, emette nel visibile; ne 
consegue che la banda di DNA formata dalla PCR risulta visibile ad occhio 
nudo, adeguatamente protetto da schermi anti-UV. 
Il DNA genomico non appare nel gel perché scarsamente concentrato 
mentre è possibile vedere delle deboli bande sfumate aggiuntive di peso 
molecolare attorno ai 40bp che rappresentano i primer. 
In questo lavoro di tesi la visualizzazione dei prodotti di PCR è stata 
effettuata mediante corsa elettroforetica su gel d'agarosio al 2% così 
costituito:  
- 60mL TBE; 
1,2 g Agarosio; 
-2,4 ml bromuro d'etidio. 
 
 
II.4.3 ASO-PCR 
 
La genotipizzazione dei polimorfismi rs2229579, rs41311993 del gene CNR2 
ed rs324420 del gene FAAH è stata effettuata mediante ASO-PCR (Allele 
Specific Oligonucleotide), una variante della comune PCR usata per 
genotipizzare una variazione genetica e soprattutto per rivelare variazioni a 
livello di un singolo nucleotide (SNPs). I primer ASO sono oligonucleotidi 
allele specifici e ne vengono disegnati in tutto tre per polimorfismo: due 
reverse diversi e un forward comune. I primer reverse sono complementari 
al gene d'interesse e differiscono tra loro esclusivamente per l'ultimo 
nucleotide al 3', un reverse sarà quindi complementare all’allele wild-type, 
l'altro all'allele mutato. 
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Si assemblano due miscele di reazioni di PCR indipendenti con lo stesso DNA 
e identiche condizioni, ma con i 2 primers reverse diversi: 
− se il DNA è wild type (omozigote): ibriderà solo con il primer reverse 
complementare a esso e non quello complementare all’allele mutato, 
quindi si osserverà una banda; 
− se il DNA è mutato (omozigote): risulterà il contrario, cioè ibriderà 
solo col primer reverse complementare all’allele mutato; 
− se il DNA è eterozigote: entrambe le reazioni produrranno un 
amplificato di PCR, si osserveranno 2 bande, in quanto entrambi i 
primer reverse in entrambe le reazioni si sono ibridati. 
 
Le dimensioni dei primer generalmente variano da 16 o più nucleotidi in 
modo tale che essi siano abbastanza lunghi da essere specifici per il 
frammento  di interesse. Una sequenza di 16 nucleotidi, infatti è 
statisticamente solo una volta ogni 416bp (~ 4 miliardi di basi) 
corrispondenti circa alla grandezza del genoma umano. 
Per tale ragione, utilizzando condizioni stringenti durante la reazione di 
amplificazione, è possibile fare in modo che i primer si ibridino al gene solo 
se perfettamente complementari.  
Tutti i primer sono stati disegnati mediante software “primer blast” 
reperibile sul sito web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome. 
 
Per l'analisi del polimorfismo del gene CNR2 rs41311993 C/A sono stati 
disegnati i seguenti primer: 
 
Primer Sequenza Temperatura 
Anneling 
Dimesione 
Amplificato 
Fw 5’ GAT TCC GGA AAA GAG GAA G 3’ 
Rv1 5’ ACC GCC ATT GAC CGA TAC C 3’ 
Rv2 5' ACC GCC ATT GAC CGA TAC A 3' 
 
55°C 
 
237bp 
Tabella 4 Caratteristiche dei primer disegnati per lo SNP rs41311993 
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Nonostante le Tm di ogni primer siano diverse tra loro, lavorando in 
condizioni di stringenza è possibile utilizzare lo stesso profilo di 
termociclizzazione per entrambe le coppie di primer (Fw-Rv1/Fw-Rv2): 
 
N° Cicli Descrizione Temperatura Tempo 
1 Pre-denaturazione 95°C 10 minuti 
Denaturazione 95°C 
Annealing 55°C 
 
35 
Allungamento 72°C 
 
30 secondi 
1 Post-allungamento 72°C 10 minuti 
1 Raffreddamento 4°C ∞ 
Tabella 5 Profilo di termociclizzazione per lo SNP rs413111993 
 
Per l'analisi del polimorfismo del gene CNR2 rs2229579 C/T sono stati 
disegnati i seguenti primer: 
 
Primer Sequenza Temperatura 
Anneling 
Dimesione 
Amplificato 
Fw 5’ CCT AGG GCT AGT GTT GGC TG 3’ 
Rv1 5’ CCC TCA CAC ACT TCT TCC AGT G 3’ 
Rv2 5’CCC TCA CAC ACT TCT TCC AGT A 3’ 
 
63°C 
 
230 
Tabella 6 Caratteristiche dei primer disegnati per lo SNP rs2229579 
 
 
Profilo di tempo ciclizzazione: 
 
N° Cicli Descrizione Temperatura Tempo 
1 Pre-denaturazione 95°C 10 minuti 
Denaturazione 95°C 
Annealing 63°C 
 
35 
Allungamento 72°C 
 
30 secondi 
1 Post-allungamento 72°C 10 minuti 
1 Raffreddamento 4°C ∞ 
Tabella 7 Profilo di termociclizzazione per lo SNP rs2229579 
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Per l'analisi del polimorfismo del gene FAAH rs324420 C/A sono stati 
disegnati i seguenti primer: 
 
Primer Sequenza Temperatura 
Anneling 
Dimesione 
Amplificato 
Fw 5’ AGG GTC CAC TCC AAC AAC TG 3’ 
Rv1 5’ AGA CTC AGC TGT CTC AGG CCC 3’ 
Rv2 5’ AGA CTC AGC TGT CTC AGG CCA 3’ 
 
65°C 
 
249 
Tabella 8 Caratteristiche dei primer disegnati per lo SNP rs324420 
 
 
Profilo di tempo ciclizzazione: 
 
N° Cicli Descrizione Temperatura Tempo 
1 Pre-denaturazione 95°C 10 minuti 
Denaturazione 95°C 
Annealing 65°C 
 
35 
Allungamento 72°C 
 
30 secondi 
1 Post-allungamento 72°C 10 minuti 
1 Raffreddamento 4°C ∞ 
Tabella 9 Profilo di termociclizzazione per lo SNP rs324420 
 
Tutte le analisi di PCR sono state eseguite in GeneAmp PCR System2400 
(Perkin Elmer, Massachusetts USA), le miscele di reazione sono state così 
composte: 
- 10µL di DNA genomico (2ng/µL); 
- 1µL di primer Fw (10µM); 
- 1µL di primer Rv (10µM) Sigma Aldrich; 
- 2µL di Buffer BD 10X; 
- 1,2µL di MgCl2 (25nM);  
- 2µL  di dNTP 2mM; 
- 2,5µL di H2O sterile; 
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- 0,3µL di Taq HOT FIREPol DNA Polymerase (Solis BioDyne, Tartu, 
Estonia). 
 
 
II.4.4 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
 
La genotipizzazione del polimorfismo rs2501432 è stata effettuata mediante 
tecnica RFLP in quanto il contenuto di GC intorno a tale SNP era troppo 
elevato e inoltre, i primer-ASO disegnati in quella regione non erano 
specifici.  
Tale tecnica prevede un’amplificazione preliminare mediante comune PCR, 
con la quale si amplifica una regione di circa 300bp contenente il sito 
polimorfico. In seguito all'amplificazione si effettua una digestione 
enzimatica, in questo caso si è utilizzato l'enzima di restrizione Ple I 
(Fermentas International Inc, Canada) overnight, il quale riconosce il sito di 
restrizione solo nel polimorfismo wild-type (G) e in questo effettua un taglio 
generando in questo modo due frammenti uno di 100pb e uno di 200pb; nel 
polimorfismo mutato (A), invece, non viene riconosciuto il sito di restrizione 
e l’enzima non taglia e si avrà un frammento unico di 300pb (Fig.16) 
Dopo corsa elettroforetica in gel di agarosio al 2% (SIGMA Aldrich, United 
Kingdom) gli individui omozigoti GG sono stati identificati dalla presenza di 2 
bande, gli individui eterozigoti GA danno tre bande, due uguali a quelle dei 
soggetti GG e una di 300bp mentre gli omozigoti AA sono riconosciuti 
tramite una banda di 300bp. 
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Figura 16 RFLP mediante enzima Ple I 
  
Per l'analisi del polimorfismo del gene CNR2 rs2501432 G/A sono stati 
disegnati i seguenti primer: 
 
Primer Sequenza 
Temperatura 
Anneling 
Dimesione 
Amplificato 
Fw 5’ CAC AGA GGC TGT GAA GGT CA 3’ 
Rv 5’ GGA GGA ATG CTG GGT GAC 3’ 
64°C 361 
Tabella 10 Caratteristiche dei primer disegnati per lo SNP rs2501432 
 
Profilo di tempo ciclizzazione: 
 
N° Cicli Descrizione Temperatura Tempo 
1 Pre-denaturazione 95°C 10 minuti 
Denaturazione 95°C 
Annealing 64°C 
 
35 
Allungamento 72°C 
 
30 secondi 
1 Post-allungamento 72°C 10 minuti 
1 Raffreddamento 4°C ∞ 
Tabella 11 Profilo di termociclizzazione per lo SNP rs2501432 
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II.5 Analisi statistiche 
 
Le deviazioni delle distribuzioni osservate, sia alleliche che genotipiche,  
rispetto a quelle attese dall’equilibrio di Hardy-Weinberg sono state valutate 
mediante test del chi quadrato  (χ2). Mentre l’Odd ratio è stato calcolato 
mediante analisi di regressione logistica tra le variabili analizzate.  
Tutte le analisi statistiche sono state effettuate mediante software STATA ed 
è stato considerato come limite di significatività P<0,05. 
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III. Risultati Sperimentali 
 
 
In primo luogo sono state calcolate le frequenze alleliche nel gruppo dei 
controlli per i polimorfismi del gene CNR2 rs2229579 (C/T), rs2501432 
(G/A) ed rs41311993 (C/A) e per il polimorfismo del gene FAAH rs324420 
(C/A):  
- SNP rs2229579: p(C)=0,787 e p(T)=0,213, valori in accordo con 
quelli riportati nel database NCBI riferiti all’HapMapCEU per 
popolazioni Europee e cioè p(C)=0,800 and p(T)=0,200; 
- SNP rs2501432: P(G)=0,556 e P(A)=0,444 in accordo con i dati di 
Onaivi et al (2008); 
- SNP rs41311993: p(C)=0,962 e p(A)=0,038, per questo polimorfismo 
non ci sono dati in letteratura o nel database Genbank; 
- SNP rs324420: p(C)=0,870 e p(A)=0,13 in accordo con i valori di 
Monteleone et al (2010) p(C)= 0,834 and p(A)=0,166. 
Successivamente sono state calcolate le frequenze alleliche relative al 
gruppo dei casi: 
- SNP rs2229579: p(C)=0,825 e p(T)=0,175; 
- SNP rs2501432: P(G)=0,625 e P(A)=0,375  
- SNP rs41311993: p(C)=0,8125 e p(A)=0,1875; 
- SNP rs324420: p(C)=0,79 e p(A)=0,21. 
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Grafico 1 Frequenze alleliche dei polimorfismi studiati 
 
La distribuzione genotipica di rs2501432 (G/A), rs2229579 (C/T) 
rs41311993 (C/A) ed rs324420 (C/A) non devia dall’equilibrio di Hardy-
Weinberg sia nei casi che nei controlli.  
- Nel gruppo dei controlli sani: (χ2=2,4; gdl=1; p=0,1213 per 
rs2229579); χ2=1,56; gdl=1 p=0,2109 per rs2501432; χ2=0,3; 
gdl=1; p=0,5830 per rs41311993). 
- Nel gruppo dei pazienti bipolari (χ2=2,02; gdl=1; p=0,1550 per 
rs2229579; χ2=0,36; gdl=1; p=0,05509 per rs2501432; χ2=2,58; 
gdl=1; p=0,1081 per rs41311993; χ2=0,3658; gdl=1; p=0,5453 per 
rs324420). 
Dopo aver calcolato le frequenze alleliche per tutti i polimorfismi oggetto di 
studio, è stata valutata se la differenza osservata tra tali frequenze nel 
gruppo dei controlli e quello dei pazienti fosse dovuta al caso o se invece si 
trattava di una differenza statisticamente significativa. 
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Per quanto riguarda il gene CNR2, dai risultati ottenuti è stata osservata 
una differenza statisticamente significativa tra le frequenze osservate nel 
gruppo dei casi rispetto a quelle osservate nel gruppo dei controlli per lo 
SNP rs41311993 (P> χ2=0,001; OR=5,148; I.C. 95%=2,523 - 10,504); 
mentre non si sono riscontrate differenze statisticamente significative nelle 
frequenze alleliche per gli SNP rs2229579 (P>χ2=0,337; OR=0,792; I.C. 
95%= 0,5074 - 1,1260) ed rs2501432 (P>χ2=0,153; OR=0,756; I.C. 
95%= 0,7764 - 1,4277). (Tab.12-17). 
 
 
1) Regressione logistica per lo SNP rs41311993 
SNP Genotipo Controlli Casi Freq. Alleliche OR* P>χ2 
CC 148 55 
CA 12 20 rs41311993 
AA - 5 
P(C)controlli=0,962 
 
P(C) casi = 0,8125 
1 
 
5,148 
 
 
0,001 
                                      160       80  
I.C. 95% = 2,523; 10,504 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 12 Risultati regressione logistica per rs41311993 
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2) Modello additivo 
SNP Genotipo Controlli Casi Freq. Alleliche OR* P>χ2 
CC 148 55 
rs41311993 
CA 12 25 
P(C)controlli=0,962 
P(C) casi = 0,8125 
1 
5,606 
 
0,001 
  160      80 
I.C. 95% = 2,636; 11,924 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
3) Regressione logistica per lo SNP rs2501432 
SNP Genotipo Controlli Casi Freq. Alleliche OR* P>χ2 
GG 52 30 
GA 74 40 rs2501432 
AA 34 10 
P(G)controlli=0,556 
 
P(G) casi = 0,625 
1 
 
0,756 
 
 
0,153 
                                          160       80 
 
I.C. 95% = 0,7764; 1,4277 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 13 Risultati regressione logistica: Modello Additivo per rs41311993 
Tabella 14 Risultati regressione logistica per rs2501432 
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4) Modello additivo 
SNP Genotipo Controlli Casi Freq. Alleliche OR* P>χ2 
GG 52 30 
rs2501432 
GA/AA 108 50 
P(C)controlli=0,556 
P(C) casi = 0,625 
1 
1,027 
 
0,925 
 160       80 
I.C. 95% = 0,590; 1.787 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
5) Regressione logistica per lo SNP rs2229579 
SNP Genotipo Controlli Casi Freq. Alleliche OR* P>χ2 
CC 99 56 
CT 54 20 rs2229579  
TT 7 4 
P(C)controlli=0,787 
 
P(C) casi = 0,825 
1 
 
0,792 
 
 
0,337 
                                      160       80 
I.C. 95% = 0,5074; 1,1260 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 15 Risultati regressione logistica: Modello Additivo per rs2501432 
Tabella 16 Risultati regressione logistica per rs2229579 
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6) Modello additivo 
SNP Genotipo Controlli Casi Freq. Alleliche OR* P>χ2 
CC 99 56 
rs2229579 
CT/TT 61 24 
P(C)controlli=0,962 
P(C) casi = 0,8125 
1 
0,660 
 
0,156 
 160       80 
I.C. 95% = 0,372; 1,171 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
Per quanto riguarda il gene FAAH, la differenza nelle frequenze alleliche 
osservate nel gruppo dei casi rispetto al gruppo dei controlli è risultata 
essere statisticamente significativa per il polimorfismo analizzato rs324430 
(P>χ2=0,002; OR=2,250; I.C. 95%= 1,3184 - 3,8355) (Tab.18). 
 
 
Regressione logistica per lo SNP rs324430 
SNP Genotipo Controlli Casi Freq. Alleliche OR* P>χ2 
CC 115 25 
CA 41 18 rs324430 
AA - - 
P(C)controlli=0,87 
 
P(C) casi = 0,79 
1 
 
2,250 
 
 
0,002 
 156       43  
I.C. 95% = 1,3184; 3,8355 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
 
Tabella 17 Risultati regressione logistica: modello additivo per rs2229579 
Tabella 18 Risultati regressione logistica per rs324430 
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In seguito è stata anche valutata una possibile correlazione tra i 
polimorfismi in oggetto di studio e la propensione all’abuso di Cannabis; dai 
dati raccolti tale correlazione non è risultata essere statisticamente 
significativa: rs2229579 (P>χ2=0,291; OR=0,758; I.C. 95%= 0,4537 – 
1,2671); rs2501432 (P>χ2=0,788; OR=0,943; I.C. 95%= 0,6148 - 
1,4468)  ed rs41311993 (P>χ2=0,781; OR=0,907; I.C. 95%= 0,4574 - 
1,7999) (Tab.19-21). 
 
 
 
1) Regressione logistica per lo SNP rs2229579 
SNP Genotipo Controlli Fumatori  OR* P>χ2 
CC 134 33 
CT 65 20 rs2229579 
TT 6 3 
1 
 
0,758 
 
 
0,291 
                                                 205          56  
I.C. 95% = 0,4537; 1,2671 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 19 Risultati regressione logistica per l'abuso di cannabis SNP rs2229579 
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2) Regressione logistica per lo SNP rs2501432 
SNP Genotipo Controlli Fumatori  OR* P>χ2 
GG 71 16 
GA 98 32 rs2501432 
AA 36 8 
1 
 
0,943 
 
 
0,788 
                                                 205          56  
I.C. 95% =  0,6148; 1,4468 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
3) Regressione logistica per lo SNP rs41311993 
SNP Genotipo Controlli Fumatori  OR* P>χ2 
CC 176  47 
CA 25 8 Rs41311993 
AA 4 1 
1 
 
0,907 
 
 
0,781 
 205          56  
I.C. 95% =  0,4574; 1,7999 
* corretto per sesso ed età 
α=0,05; GdL=1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 20 Risultati regressione logistica per l'abuso di cannabis SNP rs2501432 
Tabella 21 Risultati regressione logistica per l'abuso di cannabis SNP rs41311993 
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IV. Discussione 
 
 
Questo studio mostra per la prima volta una correlazione positiva tra uno 
dei polimorfismi del gene CNR2 studiati rs41311993 e il disturbo bipolare, 
avvalorando l'ipotesi di un ruolo rilevante da parte del sistema 
endocannabinoide in questo disordine affettivo già suggerita da Monteleone 
et al. (2010).  
Sebbene il numero di soggetti inclusi nel gruppo di pazienti è relativamente 
piccolo per uno studio di associazione genetica, per tutti gli SNPs analizzati 
non è stata osservata nessuna deviazione dall'equilibrio di Hardy-Weinberg. 
Inoltre, i nostri dati sulle frequenze del polimorfismo rs324420 del gene 
FAAH in pazienti bipolari è in linea con quelli ottenuti da Monteleone et 
al. (2010), sostenendo la rappresentatività del nostro campione.  
Gli altri due polimorfismi studiati (rs2501432 e rs2229579) non erano più 
frequenti nei pazienti BD rispetto al gruppo dei controlli; rs2501432 è stato 
trovato associato con depressione maggiore (MD) in studi precedenti 
(Onaivi et al. 2008).  
Un risultato simile era stato ottenuto da Monteleone et al. (2010) per un 
polimorfismo del gene CNR1 rs1049353, associato a MD ma non al 
DB; questo suggerisce che sebbene il sistema endocannabinoide svolge un 
ruolo in entrambi questi disturbi dell'umore è però diversamente coinvolto.  
Lo SNP rs41311993 è un polimorfismo missenso, causa cioè una 
sostituzione aminoacidica (Leu133 – Ile 133) che potrebbe influenzare la 
stabilità del recettore CB2 e / o la sua funzionalità. Poiché l’aa Leu133 è 
coinvolto in una rilevante interazione idrofobica tra i domini transmembrana 
che stabilizzano il recettore (Xie et al., 2003), la sua variazione può avere 
una possibile influenza nell’accoppiamento recettore-proteina G.  
I recettori CB2 sono espressi in grande misura nel sistema immunitario, sia 
a livello centrale che periferico (Patel et al., 2010). Nel cervello le cellule 
microgliali, in seguito al rilascio di citochine pro-infiammatorie attivate dal 
sistema immunitario, sono coinvolte nello sviluppo di una serie di patologie 
neurodegenerative e disturbi nella sfera psico-affettiva (Shie et al., 2010); 
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si ritiene quindi che il sistema immunitario possa quindi giocare un ruolo 
fondamentale nella patofisiologia.  
Anche per il DB è stato suggerito un coinvolgimento neuroimmulogico e 
infiammatorio (Goldstein et al., 2009). L'attivazione del recettore CB2 da 
parte dei mediatori endogeni o dai farmaci agonisti riduce l'infiammazione e 
quindi l’attivazione della microglia (Goldstein et al. 2009), mentre una 
ridotta funzionalità di questo recettore contribuisce a un aumento 
dell’infiammazione a livello del SNC; il recettore CB2 può quindi 
rappresentare un target interessante per una nuova strategia terapeutica 
per i disturbi psichiatrici tra cui il  DB. 
Numerosi studi indicano che esiste un chiaro contributo genetico per quanto 
riguarda il Disturbo Bipolare. Sono stati analizzati diversi geni candidati per 
l’analisi di associazione con la Depressione Maggiore e il Disturbo Bipolare 
stesso e tra questi, proprio nel 2010, è emerso anche il gene codificante per 
l’enzima FAAH, appartenente al sistema endocannabinoide. 
In questo lavoro di tesi sono stati confermati i dati riportati in letteratura da 
Monteleone et al. che si riferiscono ad una associazione tra lo SNPrs324420 
del gene FAAH e il Disturbo Bipolare (tabella 18). 
Dai dati raccolti, non è emersa nessuna relazione tra i polimorfismi 
analizzati e la propensione all’abuso di cannabis. 
Ulteriori campioni dovranno essere, tuttavia, genotipizzati allo scopo di 
confermare i risultati ottenuti. 
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Abbreviazioni 
 
5-HT 5-hydroxytryptamine, serotonin 
2-AG 2-Arachidonoylglycerol 
AC Adenilato Ciclasi 
AS Amidase Signature 
ADH Alcohol dehydrogenase 
AEA Anandamide 
AKT Protein kinase B 
Aso Allele-Specific Oligonucleotide 
Ala Alanine 
ALDH Aldehyde dehydrogenase 
Arg Arginine 
Asn Asparagine 
ASO-PCR Allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction 
ATP Adenosine triphosphate 
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 
CNR1 Receptor CB1 gene 
CNR2 Receptor CB2 gene 
COX Cyclooxygenase 
Cys Cysteine 
ddp differenza di potenziale 
DAG Diacylglycerol 
DAGK Diacylglycerol kinase gene 
DB Disturbo Bipolare 
DB I Disturbo Bipolare 
DB II Disturbo Bipolare 
DNA Deoxyribonucleic acid 
DRD1 Dopamine receptor D1 gene 
DSM Mental disorders 
ECA Epidemiologic Catchment Area 
Erk Extracellular signal-regulated kinase 
FAAH Fatty Acid Amide Hydrolase 
FAAs Fatty acid amides 
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GABA Gamma-Aminobutyric Acid 
Gly Glycine 
GRM3 Metabotropic glutamate receptor 3 gene 
GRM4 Metabotropic glutamate receptor 4 gene 
GSK3 Glycogen synthase kinase 3 
His Histidine 
HIV Human Immunodeficiency Virus 
HL60 Human promyelocytic leukemia cells 
HTR3B 5-hydroxytryptamine receptor 3B gene 
Ile Isoleucine 
IP3 Inositol trisphosphate 
IMPase Inositolo Monofosfatasi 
IPPase Inositolo Polifosfatasi 
Leu Leucine 
MD depression maggiore 
MAGL Monoacylglyceride lipase 
MAPK Mitogen activated protein kinase 
Met Methionine 
mRNA Messenger Ribonucleic acid 
NAPE N-acyl phosphatidylethanolamine 
NIMH National Institute of Mental Health 
PCR Polymerase chain reaction 
PI3-K Phosphatidylinositol 3-kinases 
PKA Protein kinase A 
PKC Protein kinase C 
PLC Phospholipase C 
PLD Phospholipase D 
Pro Proline 
RDC Reserch Diagnostic Criteria 
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism 
Ser Serine 
SERT Serotonin transporter 
SNC Sistema nervoso centrale 
SNP Single nucleotide polymorphism 
SSRI Selective serotonin reuptake inhibitors 
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TBE Tris Borate EDTA buffer 
TM Transmembrana 
THC Tetrahydrocannabinol 
Thr Threonine 
TRPV1 Transient Receptor Potential Cation Channel 
Tyr Tyrosine 
Val Valine 
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